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A doença de Huntington (DH) é uma doença neurodegenerativa causada pela 
mutação no gene HD que codifica a proteína huntingtina, expressa em todas 
as células do organismo humano. Esta mutação resulta na alteração de 
múltiplos mecanismos intracelulares que conduzem à disfunção metabólica e 
mitocondrial, stresse oxidativo e morte celular por apoptose. No entanto, não 
existe uma terapêutica capaz de atenuar os processos neurodegenerativos 
característicos da doença. Assim, neste trabalho avaliou-se a atividade 
neuroprotetora de derivados da luteolina (3-alquil-3’,4’,5,7-tetra-
hidroxiflavonas, contendo cadeias alquilo com 1, 4, 6 e 10 carbonos), através 
da análise da citotoxicidade, quantificação de peróxidos intracelulares, 
determinação da atividade da caspase-3 e avaliação dos níveis do rácio 
Bax/Bcl-2 e a proteína mitocondrial AIF, numa linha celular neuronal, STHdh, 
obtida do estriado de murganhos knock-in homozigóticos que expressam a 
mutação da huntingtina com 111 glutaminas (STHdh
111/111
) versus células 
normais que expressam a huntingtina wild type com 7 glutaminas (STHdh
7/7
), 
derivada de murganhos controlo.  
A capacidade redutora das células Q7 e Q111 mostrou ser semelhante após 
tratamento com a luteolina e o Lut-C1. Quando as células foram tratadas com 
Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10 o mesmo efeito só foi verificado após a exposição a 
concentrações superiores (10 e 25 µM). Nas concentrações testadas, os 
compostos não induziram alterações significativas da integridade membranar 
nas células. Por outro lado, após tratamento com Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10 a 
25 µM, as células Q7 e Q111 apresentaram menor produção de peróxidos 
intracelulares. Ainda, os compostos Lut-C4 e Lut-C6 (10 e 25 µM) reduziram de 
forma mais significativa a atividade da caspase-3 nas células mutantes. 
Contudo, verificou-se que a redução da atividade da caspase-3 induzida por 
luteolina (0,1 µM) e Lut-C6 (10 e 25 µM) nas células mutantes não está 
associada à alteração do rácio Bax/Bcl-2. 
Em geral, os resultados sugerem que a luteolina e as 3’,4’,5,7-tetra-
hidroxiflavonas com cadeias alquilo de 4 e 6 carbonos podem ser relevantes 
para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para a DH, pela via 
apoptótica. No entanto, o mecanismo de atuação dos derivados 3-alquil-
luteolina, assim como a sua biodisponibilidade ainda é não conhecido, pelo 
que este estudo deverá ser aprofundado no futuro através da utilização de 





































Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative disorder, caused by a 
mutation in the HD gene encoding for huntingtin protein, expressed in all cells. 
This mutation results in alteration of multiple intracellular mechanisms leading 
to metabolic and mitochondrial dysfunction, oxidative stress and cell death by 
apoptosis. However there is no effective treatment to attenuate the 
neurodegenerative processes characteristic of this disease. Thus, in this study 
the neuroprotective activity of luteolin derivatives (3-alkyl-3’,4’,5,7-
tetrahydroxyflavones containing alkyl chains with 1, 4, 6 and 10 carbons) was 
evaluated, through the analysis of cytotoxicity, quantification of intracellular 
peroxides, measurement of caspase-3 activity and assessment of ratio 
Bax/Bcl-2 and AIF mitochondrial protein, in a neuronal cell line, STHdh 
obtained from the striatum of knock-in homozygous mice expressing mutant 
huntingtin with 111 glutamines (STHdh
111/111
) versus normal cells expressing 
wild-type huntingtin with 7 glutamines (STHdh
7/7
), derived from control mice.  
The reduction capacity profile of the cells Q7 and Q111 was similar for luteolin 
and Lut-C1. When cells were treated with Lut-C4, Lut-C6 and Lut-C10, the 
same effect was only observed after exposure to higher concentrations (10 
and 25 µM). In the tested conditions, no cell membrane injury was observed, 
as measured by LDH release assay. In turn, after the treatment with Lut-C4, 
Lut-C6 and Lut-C10 (25 µM), Q7 and Q111 cells showed lower intracellular 
peroxides. Moreover, the compounds Lut-C4 and Lut-C6 (10 and 25 µM) 
decreased more significantly the activity of caspase-3 in mutant cells. 
However, it was found that reduction of caspase-3 activity induced by luteolin 
(0.1 µM) and Lut-C6 (10 and 25 µM) in mutant cells is not associated with the 
change ratio Bax/Bcl-2. 
Overall, the present results suggest that luteolin and the 3-alkyl-3’,4’,5,7-
tetrahydroxyflavones bearing alkyl chains of 4 and 6 carbons may be relevant 
for the development of new therapeutic strategies for HD, by targeting the 
apoptotic pathway. However, the mechanism of action of 3-alkyl derivatives 
luteolin and its bioavailability is still not known, so this study should be further 
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1.1 Doença de Huntington (DH) 
 A doença de Huntington (DH), também designada por Coreia de Huntington, a 
palavra grega “khoreia” significa dança, [1] é uma doença neurodegenerativa, autossómica 
dominante, caracterizada por uma perda progressiva de neurónios GABAérgicos no 
estriado [2]. Os primeiros sintomas, características clínicas e o padrão de transmissão 
familiar desta patologia foram descritos por George Huntington [1, 3]. A DH apresenta 
maior prevalência no oeste Europeu e América do Norte, com incidência de 1 indivíduo 
por cada 10000 [1]. Em Portugal, de acordo com a associação portuguesa de doentes de 
Huntington, existem 1200 doentes e um número bastante significativo de pessoas em risco 
de desenvolver a doença [4]. 
 Clinicamente, a DH caracteriza-se por coreia progressiva, distúrbios 
comportamentais e perturbações psiquiátricas [1, 5]. Os primeiros sinais da doença são 
subtis. Numa primeira fase podem ser observadas algumas alterações no movimento, 
irritabilidade, depressão e as alterações do movimento progridem de forma mais lenta ao 
longo da doença. Os movimentos involuntários dos músculos aparecem numa fase mais 
avançada da doença e num estado ainda mais avançado, a doença pode ser caracterizada 
por demência, convulsões e rigidez dos músculos [6]. Com menor frequência, os doentes 
podem ter perda de peso corporal e alteração do ritmo circadiano [1, 7]. Os sintomas da 
DH têm normalmente início entre os 35 e os 50 anos de idade. No entanto, em alguns 
casos, os sintomas podem surgir por volta dos 20 anos de idade com distúrbios de 
comportamento e dificuldades de aprendizagem [1, 3]. Estudos revelam que a duração 
média da doença é de 17 a 20 anos e que a sua progressão leva a uma maior dependência 
na vida diária, até surgir a morte [1]. A morte dos indivíduos portadores da doença surge, 
geralmente, devido a complicações respiratórias infeciosas e cardiovasculares [8]. 
 Tendo em conta os sintomas característicos da doença, os critérios usados para o 
diagnóstico da DH são: a) a análise da história familiar de DH, b) deficiência motora 
progressiva associada à coreia e rigidez sem causa conhecida, e c) alterações psiquiátricas 
com demência progressiva, sem causa conhecida [9]. Os indivíduos que apresentam estes 
sintomas são geralmente submetidos a um teste genético, de forma a avaliar a presença da 
mutação associada à DH. 
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1.1.1 Neuropatologia da DH 
 O estriado, formado pelo núcleo caudado e pelo putâmen, é uma das áreas cerebrais 
mais afetadas na DH, sendo esta doença neuropatologicamente caracterizada pela atrofia 
gradual desta área (Figura 1) [9, 10]. A doença é classificada em cinco estádios, de acordo 
com a severidade neuropatológica e do número de repetições CAG, uma vez que 
geralmente o aumento do número de repetições CAG é proporcional à lesão celular no 
estriado [9]. O grau de atrofia estriatal está também relacionado com a degeneração de 
outras estruturas cerebrais que não a do estriado. Além disso, pensa-se que em casos mais 
severos, o peso cerebral pode diminuir até 40%, devido à atrofia cerebral característica da 




Figura 1 – Secções de um hemisfério cerebral de um doente 
de Huntington (b) e de um hemisfério cerebral controlo (a). 
Na condição de doença verifica-se uma perda de substância 
branca no núcleo caudado (cd), putâmen (put) e córtex (Vt: 
ventrículo lateral) 
(Adaptado de Ersoy et al., 2007 [11]). 
 
 
 A nível do estriado, os neurónios espinhosos médios (que correspondem a 95% do 
número total de neurónios estriatais) são os mais afetados na DH. Estes neurónios utilizam 
o ácido gama-aminobutírico (GABA) como neurotransmissor inibitório, para além da 
dinorfina (péptido opióide endógeno) e encefalina (neuropéptido) [5, 9, 12], estando a sua 
perda associada aos movimentos involuntários verificados na DH [5, 10, 13]. A maioria 
dos neurónios GABAérgicos apresenta uma expressão elevada do recetor do tipo N-metil-
a b 
a b 
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D-aspartato (NMDA) [12], o que potencia o aumento da concentração intracelular de Ca
2+
, 
levando à disfunção mitocondrial e à produção de espécies reativas de oxigénio (ROS, do 
inglês “reactive oxygen species”) [2, 14]. A patologia de Huntington é também 
caracterizada pela presença de inclusões neuronais intracelulares [15, 16] e por agregados 
proteicos nos neurónios estriatais e corticais [16]. Foi ainda demonstrado por 
espectroscopia de ressonância magnética nuclear que indivíduos com DH possuem níveis 
elevados de lactato no estriado e no córtex cerebral [17].  
1.1.2 Genética da DH  
 A mutação génica causadora da DH foi descoberta, em 1993, por um grupo de 
investigadores da “Hereditary Disease Foundation” [18]. Estes investigadores 
identificaram uma expansão instável do tripleto CAG (citosina-adenina-guanina), na região 
codificante 5' do exão 1 do gene IT15 (do inglês “Interesting Transcript 15”) ou HD (do 
inglês “Huntington`s disease”), que codifica a proteína huntingtina (Htt) e se localiza no 
braço curto do cromossoma 4 [2, 3, 19]. A repetição instável de CAG codifica um longo 
domínio de glutaminas localizadas no terminal amínico (NH2-) da Htt (Figura 2) [19, 20].  
 
 
Figura 2 – Localização do gene HD no braço curto do cromossoma 4. A doença de 
Huntington é caracterizada pela repetição instável de CAG na proteína huntingtina que se 
localiza na região codificante 5’ do exão 1 do gene HD no braço curto do cromossoma 4. 
Esta repetição instável codifica um longo domínio de glutaminas localizadas no terminal 
amínico da proteína huntingtina. 
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 Uma vez que se trata de uma doença autossómica dominante, o alelo transmite-se 
de geração em geração segundo as regras de hereditariedade mendeliana. Indivíduos que 
herdaram a mutação patológica da DH desenvolvem os sintomas da doença, 
aproximadamente na meia-idade, e cada um dos seus filhos tem um risco de 50% de herdar 
a mutação. O alelo mutante torna-se instável durante a meiose, notando-se uma alteração 
no seu comprimento nas transmissões entre gerações, com um aumento de 1 a 4 unidades 
ou decréscimo de 1 a 2 unidades do tripleto CAG. Em alguns casos são visíveis expansões 
maiores de CAG e que estão associadas à transmissão paterna, que tem sido associada a 
uma maior taxa de mutação durante a espermatogénese [1, 8].  
 Em indivíduos patologicamente afetados com DH, são identificadas cerca de 40 a 
120 repetições CAG no gene HD, enquanto em indivíduos não afetados pela DH são 
identificadas 6 a 35 repetições [3]. Como referido anteriormente, o número de repetições 
CAG afeta a progressão da doença, sendo que este é o principal fator a determinar na idade 
em que se manifestam os primeiros sintomas. Desta forma, conclui-se que existe uma 
relação inversa entre o número de CAGs e a idade de início dos primeiros sintomas da 
doença [1]. No entanto, outros fatores poderão determinar o aparecimento dos primeiros 
sintomas, nomeadamente em indivíduos com repetição de CAG entre 40-45, uma vez que 
estes apresentam grande variabilidade na idade de início da DH.  
1.1.3 Proteína huntingtina (Htt) 
 A Htt wild-type é expressa na maioria das células do organismo e em diferentes 
áreas cerebrais, em particular no hipocampo, córtex, cerebelo e estriado [5]. É uma 
proteína de aproximadamente 348 kDa [1]. Vários estudos revelam que esta proteína, 
localizada no citoplasma das células neuronais, é capaz de aumentar a sobrevivência dos 
neurónios do estriado devido à regulação da expressão do fator neurotrófico derivado do 
cérebro (BDNF, do inglês “brain derived neurotrophic factor”). A Htt wild-type regula 
ainda a expressão génica e endocitose, dirige o tráfico vesicular em axónios e dendrites 
[22] e desempenha um papel importante na sinalização pós-sinática.  
 A Htt mutante também é um dos fatores desencadeadores da lesão celular, pois 
interage de forma anormal com várias proteínas, desregulando importantes vias 
intracelulares, levando à degeneração de vias neuronais importantes e à perda celular no 
estriado, no córtex cerebral e noutras regiões cerebrais [7]. Apesar de não resultarem de um 
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efeito direto da Htt mutante, os mecanismos de excitotoxicidade, toxicidade 
dopaminérgica, desregulação metabólica, apoptose e autofagia têm sido implicados na 
patologia da DH [12, 23-25]. Por exemplo, a proteína interfere com a calmodulina no 
estriado e no córtex [26]. Estas interações induzem a disfunção proteica e a citotoxicidade 
verificadas na DH [7]. Além disso, vários estudos realizados em doentes com DH 
mostraram que a Htt mutante é hidrolisada por várias proteases intracelulares (incluindo as 
caspases) [26], levando à deposição de fragmentos (agregados) desta proteína no núcleo. 
Os agregados de Htt mutante podem interferir com a função normal das células, embora 
existam resultados contraditórios em relação à sua neurotoxicidade [7, 26].  
1.1.4 Modelos animais que expressam a proteína Htt mutante 
 Com a descoberta da mutação, tornou-se possível criar modelos animais com um 
background genético semelhante ao estudado em humanos portadores da DH. Os modelos 
animais estudados podem ser estudados sob a forma de culturas primárias ou linhas 
celulares [27]. Ainda podem ser divididos em três modelos genéticos diferentes: 
murganhos knock-out, knock-in ou transgénicos [28, 29]. Os modelos DH knock-out foram 
os primeiros modelos a serem utilizados. No entanto não foram considerados bons modelos 
para caracterizar a doença porque embriões de ratinhos homozigóticos knock-out desta 
proteína morriam, demonstrando que a Htt desempenha um papel crucial na embriogénese 
[30]. Nos modelos DH knock-in a mutação é inserida no gene Hdh do murganho (que 
codifica a Htt do murganho), sendo homozigóticos ou heterozigóticos para a mutação. Na 
literatura, este tipo de modelo animal parece ser o mais viável para caracterizar a patologia 
em humanos. Em estudos comportamentais, um murganho knock-in com 72-80 repetições 
CAG mostraram ter um comportamento agressivo, embora sem perda neuronal aparente 
[28, 31]. Já os murganhos STHdhQ111 têm 111 repetições CAG inseridas no gene DH 
murino e desenvolvem um fenótipo neurológico da DH de forma progressiva com 
especificidade para degeneração de neurónios do estriado. No entanto parecem não 
desenvolver fenótipo comportamental. Os murganhos knock-in com 150 repetições CAG 
apresentam anormalidades na locomoção e desenvolvem inclusões intracelulares neuronais 
no estriado. Por último os murganhos com 94 repetições CAG possuem microagregados 
nucleares. Por outro lado, os modelos transgénicos são aqueles em que o gene da proteína 
mutante, ou um fragmento do mesmo é inserido de forma aleatória no genoma do 
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murganho. Assim, o animal irá expressar um comprimento total ou o fragmento do gene 
mutante para além das duas cópias normais da huntingtina endógena do murganho (Hdh). 
Os murganhos R6/1 e R6/2 transgénicos foram os primeiros modelos de ratos transgénicos 
a estudar a DH [27]. Ambos expressam o exão 1 do gene humano que codifica o gene HD 
com cerca de 115 e 150 repetições CAG, respetivamente. Outro modelo animal transgénico 
são os murganhos N171-82Q que expressam um cDNA que codifica um fragmento N-
terminal de Htt com 82 repetições de glutamina. Os murganhos transgénicos que 
expressam a Htt mutante full-length contendo 128 repetições CAG (YAC128, do inglês 
“yeast artificial chromosome transgenic mice”) apresentam um tempo de vida mais longo 
comparativamente aos R6/2 e aos N171-82Q e, desta forma, são mais utilizados para 
estudos que impliquem maior tempo de investigação [32]. Uma outra característica é que a 
perda de células que apresentam é limitada ao estriado, informando de certa forma a 
seletividade da região que leva ao início da DH.  
 As linhas celulares derivadas do estriado de murganhos transgénicos DH knock-in 
wild type ou mutantes homozigóticos provenientes de células do estriado expressam a Htt 
normal endógena (Q7) ou Htt mutante com 111 glutaminas (Q111), respetivamente [28]. As 
células representam fases iniciais da patologia da DH. Ainda, alguns estudos mostraram 
que a respiração mitocondrial e a produção de ATP estão significativamente reduzidas em 
células STHdhQ111 comparativamente às células wild type [28]. Por outro lado podem ser 
utilizadas em estudos que necessitam de um longo período de experimentação, uma vez 
que são células aderentes que estão em cultura e facilmente são expandidas e disponíveis. 
Por fim, os cíbridos são linha celulares eucarióticas formadas pela fusão de células 
enucleadas com células desprovidas de DNA mitocondrial e são utilizadas para estudar as 
consequências bioquímicas de mutações mitocondriais conhecidas na doença [28].  
1.1.5 Tratamento da DH 
 Até ao momento, não existe um tratamento específico para a DH, embora alguns 
fármacos possam ser administrados com o objetivo de atenuar os sintomas que a doença 
acarreta. A partir do momento em que Thomas Perry [33] descreveu a relação entre a DH e 
a deficiência nos neurónios GABAérgicos, foram testados vários fármacos clinicamente 
disponíveis para tentar diminuir os efeitos coreicos nos doentes de DH [10, 12]. Nos anos 
70 verificou-se que os fármacos antipsicóticos e os fármacos com efeitos no sistema 
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dopaminérgico possuíam não só efeitos na diminuição dos movimentos coreicos, mas 
também nas desordens psiquiátricas associadas à DH [10]. Evidentemente, estas drogas são 
apenas atenuantes dos efeitos que a DH provoca. Por outro lado, até ao momento foram 
feitos vários estudos no sentido de desenvolver formas de terapia anti-degenerativas. Nesse 
âmbito foram testados vários compostos que intervêm nos processos de disfunção 
mitocondrial, apoptose e em processos metabólicos. Por exemplo, a coenzima Q10 
(CoQ10), um cofator essencial no sistema de transporte de eletrões, foi testada 
clinicamente e apresenta efeitos benéficos na disfunção mitocondrial provocada pela DH 
[3, 17]. Por outro lado, a creatina, um substrato da creatina cinase, tem um efeito protetor 
nos neurónios contra as alterações metabólicas e formação das ROS [34]. De entre os 
processos de neurodegeneração que podem ser alvo de ação terapêutica na DH destacam-se 
os processos apoptóticos e o stresse oxidativo, ambos descritos nas secções seguintes.  
1.2 Apoptose 
 O termo “apoptose” surgiu pela primeira vez em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie, 
para designar o tipo de morte celular que ocorre de forma acidental [35]. Já em 1964, tinha 
surgido o termo “morte celular programada” para identificar este tipo de morte celular [36, 
37]. A apoptose ocorre naturalmente durante o desenvolvimento e o envelhecimento como 
forma de manter a homeostasia nas populações celulares [35], funcionando também como 
um mecanismo de defesa que permite a eliminação de células danificadas ou infetadas. No 
entanto, defeitos na regulação da apoptose podem desencadear o desenvolvimento de uma 
variedade de doenças, tais como cancro, auto-imunidade e doenças neurodegenerativas 
[38-40]. 
 A apoptose pode ser reconhecida por características muito marcantes e 
coordenadas, uma vez que ocorre numa sequência de eventos morfológicos bem definidos 
[41], entre os quais a condensação da cromatina, clivagem proteica e quebra da estrutura de 
DNA [42], a contração do citoplasma e alterações da membrana plasmática [43]. Neste 
processo ocorre a formação de corpos apoptóticos (pequenas vesículas que contêm 
citoplasma e organelos) que são subsequentemente fagocitados, não se desencadeando uma 
resposta inflamatória [37, 44]. O mecanismo apoptótico pode ocorrer em diversas 
situações, como por exemplo na organogénese e na hematopoiese normal e patológica, na 
reposição fisiológica de certos tecidos maduros, na atrofia dos órgãos, na resposta 
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inflamatória e ainda na eliminação de células após lesão celular por agentes genotóxicos 
[45]. Existem diversos fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles a ligação de 
moléculas a recetores membranares, radiação ionizante, lesões no DNA, privação de 
fatores de crescimento e níveis elevados de ROS [36].  
 Existem quatro grupos principais de proteínas envolvidas na apoptose: as caspases, 
as proteínas adaptadoras (que controlam a ativação das caspases efetoras), os membros da 
superfamília dos recetores do TNF (do inglês “Tumor Necrosis Factor”) e membros da 
família de proteínas Bcl-2 [44].  
1.2.1 Vias de ativação da apoptose 
 No geral, considera-se que a apoptose pode ocorrer por duas vias: a via dos 
recetores de morte (extrínseca) e a via mitocondrial (intrínseca) [36], ambas representadas 
na Figura 3. 
 A via dos recetores de morte é desencadeada após a ligação de ligandos específicos 
a um grupo de recetores de membrana tais como os da superfamília do fator de necrose 
tumoral (TNF) [46]. Ao domínio citoplasmático dos recetores de morte dá-se o nome de 
“domínio de morte” e por isso os recetores são designados por “recetores de morte celular” 
[47]. Quando estes recetores reconhecem um ligando específico, os seus domínios de 
morte interagem com as moléculas FADD (do inglês “Fas-associated via death domain”) 
[48], que têm a capacidade de recrutar pró-caspases, em particular a pró-caspase-8 e -10. 
Este processo resulta na ativação das caspases iniciadoras, e na subsequente ativação de 
“caspases efetoras”, tais como as caspases -3, -6 e -7 induzindo desta forma a ativação de 
uma cascata de caspases [49].  
 Na via mitocondrial, os sinais são traduzidos em resposta ao stresse intracelular e 
convergem principalmente na mitocôndria [36]. De especial importância nesta via são as 
proteínas da família Bcl-2 (do inglês, “B-cell lymphoma 2”), responsáveis pela sua 
regulação. O passo-chave da via mitocondrial é a permeabilização da membrana externa 
das mitocôndrias através da formação de canais. Nestes inclui-se a formação de poros de 
permeabilidade transitória mitocondrial – MPTP (do inglês “mitochondrial permeability 
transition pore”) ou a oligomerização de proteínas pró-apoptóticas. Estes canais conduzem 
à libertação de proteínas mitocondriais para o citosol, nomeadamente o citocromo c [50]. 
Uma vez no citosol, o citocromo c funciona como um cofator para a formação dependente 
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de ATP de um complexo proteico constituído pelas proteínas Apaf-1 (do inglês, 
“Apoptotic protease-activating factor-1”) [42], pró-caspase-9 e dATP (desoxi-ATP), o 
apoptossoma. A formação do apoptossoma conduz à ativação da caspase-9 [41] e à 
consequente ativação das caspases efetoras -3 e -7, o que provoca uma rápida amplificação 
do sinal de morte através da ativação de outras proteínas [51, 52]. Entre as proteínas 
mitocondriais libertadas para o citoplasma encontra-se também a SMAC/DIABLO (do 
inglês “Second mitochondrial-derived activator of caspases/Direct IAP-binding protein 
with low pl”), que se liga às IAPs (do inglês “Inhibitor of apoptosis proteins”), 
antagonizando o seu efeito anti-apoptótico [53, 54]. Mais recentemente foi descoberta a 
participação na via mitocondrial, de uma proteína conhecida por fator indutor da apoptose 
(AIF, do inglês “apoptosis inducing factor”). Esta proteína migra da mitocôndria para o 
núcleo após um estímulo de apoptose e induz a condensação da cromatina e fragmentação 
do DNA, independentemente da ativação das caspases. O processo apoptótico termina com 
a condensação da cromatina e fragmentação do DNA. A condensação e fragmentação da 
cromatina são mediadas pela ativação do DFF (do inglês, “DNA fragmentation factor”), 
um complexo proteico heterodimérico composto pelas subunidades DFF40/CAD (do 
inglês “caspase-activated DNase” e DFF45/ICAD (do inglês “inhibitor of CAD- caspase-
activated DNase”). Quando a segunda subunidade é clivada pelas caspases-3 e -7, dissocia-
se da subunidade DFF40/CAD e esta torna-se ativa [55]. Consequentemente, a 
DFF40/CAD oligomeriza formando um complexo que cliva o DNA [56]. 
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Figura 3 – Esquema representativo das duas vias apoptóticas. A via extrínseca (representada à direita) é 
desencadeada por ativação dos recetores de morte. Quando estes recetores reconhecem um ligando, 
interagem com as moléculas FADD, desencadeando a ativação das caspases iniciadoras: caspases-8 e -10. 
Estas por sua vez vão clivar e ativar as caspases efetoras: caspases-3, - 6, e -7. Na via intrínseca (representada 
à esquerda) dá-se a permeabilização da membrana mitocondrial, ocorrendo a libertação do citocromo c. Este 
libertado no citosol liga-se à Apaf-1 e, na presença de dATP, ativa a caspase-9. Esta caspase é responsável 
pela clivagem e ativação da caspase-3. As caspases-3 e -7 ativam o complexo DFF, composto por duas 
subunidades, DFF40/CAD e DFF45/ICAD. A subunidade DFF49/CAD tem atividade de nucleasse e é 
responsável pela fragmentação do DNA e condensação da cromatina.  
(Adaptado de Vries et al., 2006 [57]) 
 
1.2.2 Caspases 
 Uma vez que as caspases são proteases chave envolvidas nas duas vias de morte por 
apoptose torna-se importante rever alguns conceitos sobre estas proteínas. As caspases (do 
inglês “cysteine-aspartic proteases”) são enzimas proteolíticas de cisteína [42] (possuem 
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uma cisteína no local ativo) e têm a capacidade de reconhecer e hidrolisar substratos que 
possuam resíduos de aspartato [58]. Sabe-se que os mamíferos possuem pelo menos 
catorze genes para as caspases, dos quais seis (caspases-3, -6, -7, -8, -9, -10) participam na 
apoptose [42, 59]. Estruturalmente, as caspases são heterotetrameros, com duas 
subunidades grandes e duas pequenas associadas numa molécula compacta [42]. Estas 
proteases são sintetizadas na forma de um precursor inativo [36], que é constituído por um 
pró-domínio N-terminal seguido por domínios que codificam as subunidades grandes e 
pequenas [58]. As caspases existem normalmente na célula numa forma inativa [41]. Após 
clivagem proteolítica, ficam ativadas e clivam uma série de proteínas, incluindo certos 
substratos-chave cuja alteração da função leva à morte da célula por apoptose [46, 60]. De 
acordo com o seu pró-domínio e o seu papel na apoptose, as caspases são classificadas em 
dois grupos: as caspases iniciadoras (caspases -2, -8, -9 e -10) e as caspases efetoras 
(caspases -3, -6 e -7) [42, 61, 62]. As caspases iniciadoras possuem pró-domínios longos e 
estão envolvidas na iniciação da cascata proteolítica [42]. Por outro lado, as caspases 
efetoras possuem pró-domínios curtos ou inexistentes e são responsáveis pela hidrólise dos 
substratos [58, 63].  
 Em geral, a ativação das caspases iniciadoras deve-se às proteínas adaptadoras 
(recetores de morte e molécula intracelular Apaf-1) que possuem motivos de interação 
seletivos [58]. Este processo permite a auto hidrólise das pró-caspases e a libertação das 
caspases iniciadoras ativas, que desencadeiam a cascata apoptótica através da hidrólise e 
consequente ativação das caspases efetoras [42].   
 As caspases podem adotar inúmeras funções. Por exemplo, hidrolisam várias 
proteínas que normalmente atuam na deteção e reparação de danos no DNA. Atuam 
também nas mitocôndrias, hidrolisando, por exemplo, a Bid (membro pró-apoptótico da 
família Bcl-2). De notar que quando clivado, a Bid promove a libertação do citocromo c, 
promovendo a cascata apoptótica através da ativação das caspases -9 e -3 [40, 61, 64]. 
1.2.3 Proteínas da família Bcl-2 
 A libertação do citocromo c e de outros fatores apoptóticos das mitocôndrias para o 
citoplasma é um processo que tem que ser altamente regulado, sendo essa função 
desempenhada pelas proteínas da família Bcl-2 [50, 65, 66]. Esta família é composta por 
proteínas pró- e anti-apoptóticas, classificadas em três grupos consoante a sua função e os 
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domínios de homologia com a Bcl-2 (domínios BH) que possuem. Existem quatro regiões 
de homologia, designadas por BH1, BH2, BH3 e BH4 [67]. O grupo I é composto por 
proteínas anti-apoptóticas, (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl e A1) que possuem os quatro 
domínios BH e, na sua maioria, uma cauda hidrofóbica no seu C-terminal que lhes permite 
ancorar à superfície de várias membranas intracelulares, como, por exemplo, o núcleo, a 
membrana do retículo endoplasmático ou a membrana externa da mitocôndria. Estas 
proteínas previnem a morte celular, ligando-se e resgatando proteínas pró-apoptóticas da 
família Bcl-2 dos grupos II e III. O grupo II é composto por proteínas pró-apoptóticas 
(Bax, Bak e Bok), cuja estrutura difere das do grupo I por omissão do domínio BH4. A 
Bax e a Bak estão diretamente envolvidas na libertação do citocromo c das mitocôndrias. 
Finalmente, o grupo III é composto por proteínas pró-apoptóticas que contêm apenas o 
domínio BH3 (Bid, Bad, Bik, Bim, Blk, Bmf, Bnip3, Noxa e Puma), designadas por “BH3-
only proteins” [50]. Estas proteínas respondem a uma série de estímulos pró-apoptóticos e 
atuam ligando-se às proteínas do grupo I e II através dos seus domínios BH3 [52].  
1.2.4 Apoptose & doença de Huntington 
 Embora a hipótese de ocorrência de um processo apoptótico na morte celular em 
DH seja ainda controversa, existem evidências que a ativação de determinadas vias 
apoptóticas pode contribuir para o desenvolvimento desta patologia [35, 36]. Como 
descrito anteriormente, a progressão da DH deve-se, em grande parte, à disfunção 
intracelular induzida pela proteína Htt mutante, que provoca a degeneração de vias 
neuronais importantes e a perda de células, principalmente, no estriado e no córtex. Assim, 
a Htt mutante é considerada um substrato de enzimas proteolíticas, nomeadamente de 
caspases e calpaínas (proteases de cisteína dependentes de cálcio) [68]. De facto vários 
estudos revelaram que a atividade das calpaínas, da caspase-1 [69] e da caspase-8 [70] se 
encontra aumentada em cérebros de doentes de Huntington. Vários estudos mostraram 
ainda que os fragmentos de Htt mutante podem induzir, direta ou indiretamente, a abertura 
do MPTP. Como referido na secção 1.2.1, a abertura de poros na membrana mitocondrial 
interna provoca a libertação do citocromo c [24], e a consequente ativação das caspases. 
Ainda, quando ativadas, as caspases efetoras podem hidrolisar a Htt mutante e desta forma 
promover a sua translocação para o núcleo. Warby et al., (2008) [71] verificaram que o 
núcleo é o local privilegiado para a hidrólise da Htt pela caspase-6, enquanto a hidrólise da 
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Htt pelas caspases-2 e -3 geram fragmentos que se acumulam, maioritariamente, na região 
perinuclear [71, 72]. 
1.3 Stresse oxidativo 
 Durante o funcionamento normal das células dos organismos aeróbios produzem-se 
radicais livres sob a forma de ROS e de espécies reativas de nitrogénio (RNS). A 
exposição destes organismos a radicais livres conduziu ao desenvolvimento de 
mecanismos de defesa antioxidantes. A manutenção do equilíbrio entre a produção de 
radicais livres e as defesas antioxidantes (de que são exemplo a superóxido dismutase, a 
glutationa peroxidase, ou a catalase) é uma condição essencial para o funcionamento 
normal do organismo. Quando este equilíbrio tende para a produção de radicais livres, diz-
se por definição, que o organismo está em stresse oxidativo. Neste caso, os radicais livres 
em excesso podem oxidar e danificar os lípidos, proteínas e DNA, alterando a sua função 
normal. Este processo está envolvido em várias doenças [35, 73] como o cancro, diabetes, 
cirrose, doenças cardiovasculares e desordens neurológicas [74]. 
 Os radicais livres são espécies químicas com um ou mais eletrões desemparelhados, 
[35] ou seja, têm orbitais com apenas um eletrão, apresentando uma forte reatividade com 
a maioria das espécies químicas. De entre as ROS destacam-se o radical superóxido (O2
•-
), 
o radical hidroxilo (HO
•
), o radical alcoxilo (RO
•
), o radical peróxilo (ROO
•
) e o peróxido 
de hidrogénio (H2O2) [75, 76]. Apesar de reativas, as ROS possuem um tempo de semivida 
biológica curto e por isso, uma ação de carácter transitório a nível celular. A Figura 4 
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Figura 4 – Formação de espécies reativas de oxigénio e radicais livres, 
e a sua severidade quando atacam um organismo vivo. O radical 
superóxido é considerado pouco reativo (danifica materiais biológicos), o 
peróxido de hidrogénio é não reativo (e o seu perigo advém da sua 
transformação em OH•). O radical hidroxilo é muito reativo (ataca quase 
todas as biomoléculas) e ião hidroxilo é benigno. 
(Adaptado de Meister et al., (1983) [77]). 
 
 Pelo simples facto do metabolismo humano consumir oxigénio, as ROS são 
continuamente produzidas em vários locais da célula, como no reticulo endoplasmático, 
lipossomas, peroxissomas, citosol e principalmente na mitocôndria [35, 73, 78]. Mais 
especificamente, estas espécies são normalmente produzidas por enzimas altamente 
reguladas.  
 O oxigénio molecular, essencial em organismos aeróbios, no estado fundamental é 
denominado por bi-radical, e contém dois eletrões desemparelhados [79]. No entanto, a 
adição de um eletrão ao oxigénio molecular (redução incompleta do oxigénio) forma o O2
•-
que é normalmente considerado o agente ROS “primário”, principalmente produzido nas 
mitocôndrias [35, 73]. A formação deste radical ocorre devido à “fuga” de eletrões dos 
complexos I e III da cadeia respiratória mitocondrial [35]. Apesar do O2
•-
 não ser muito 
reativo, pode desencadear uma série de reações químicas com os ácidos gordos poli-
insaturados dos fosfolípidos, comprometendo assim a organização celular. O O2
•-
 pode 
sofrer dismutação, formando H2O2 (2 O2
•-
 + 2 H
+
 → H2O2 + O2) [76]. Ao contrário do 
superóxido, o H2O2 pode atravessar as membranas biológicas e, apesar de não ser muito 
reativo, é um intermediário da síntese do radical hidroxilo (HO
•
). Este radical forma-se a 
partir da oxidação de iões metálicos como o Fe
2+
 e o Cu
+
 [80], pelas reações de Fenton 
(reação 1) e Harber-Weiss (reação 2). 
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 (Reação de Fenton)            (1) 
Fe
2+
 + O2→ Fe
3+
 + O2
•- (Reação de Harber-Weiss)                  (2) 
  
 O radical HO
• tem um tempo de vida muito curto, mas é muito reativo, sendo 
considerado o radical que provoca um maior número de danos celulares. Este radical pode 
atacar e danificar todas as biomoléculas, incluindo glícidos, lípidos, proteínas e DNA [74, 
81]. Destaca-se a peroxidação lipídica, que resulta na acumulação de hidroperóxidos 
(ROOH), que são degradados na presença de iões ferro-II (reação 3) e ferro-III (reação 4) 
ou cobre-I.  
ROOH + Fe
2+
 → Fe3+ + RO• + HO- (3) 
ROOH + Fe
3+
 → Fe2+ + ROO• + H+ (4) 
 
 Os radicais alcoxilo (RO
•
) e peroxilo (ROO
•
), formados pela degradação dos 
hidroperóxidos, podem danificar as proteínas da membrana e atacar novas moléculas 
lipídicas de modo a propagar a peroxidação lipídica. 
1.3.1 Stresse oxidativo & doença de Huntington 
 Como referido anteriormente (1.1.1), a produção excessiva de ROS contribui para a 
neurodegenerescência progressiva no estriado dos doentes de Huntington [5, 75]. A 
disfunção mitocondrial causada pela ativação do recetor do glutamato do tipo NMDA nos 
neurónios GABAérgicos leva à produção de ROS [5, 75, 82]. Estudos realizados em 
doentes de Huntington permitiram observar alterações metabólicas e mitocondriais, 
nomeadamente uma diminuição significativa da captação de glicose no córtex e no estriado 
de indivíduos portadores da mutação para DH [5] e uma diminuição significativa da 
atividade da aconitase [75], um indicador indireto da formação de ROS a nível 
mitocondrial [42]. Foi também observado um decréscimo das atividades dos complexos 
mitocondriais II, III [3] e IV no estriado [73, 83], um aumento da concentração de lactato 
no estriado e no córtex cerebral [17] e um decréscimo da formação de ATP mitocondrial 
[84, 85]. Alguns estudos revelaram ainda alterações morfológicas e um decréscimo do 
potencial mitocondrial em linfoblastos derivados de doentes de Hungtinton [86, 87] e uma 
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diminuição do número de cópias do DNA mitocondrial (mtDNA) em leucócitos de doentes 
de Huntington [88]. 
1.3.2 Antioxidantes 
 A exposição dos organismos aeróbios a radicais livres conduziu ao 
desenvolvimento de mecanismos de defesa, de prevenção e de reparação de forma a 
conseguir eliminar eficientemente essas espécies. Segundo vários autores, os antioxidantes 
são substâncias endógenas ou exógenas capazes de bloquear o processo de oxidação, 
neutralizando os radicais livres [89, 90]. Mais especificamente, os antioxidantes agem nos 
organismos vivos por meio de diferentes mecanismos. Estes podem envolver: a captura de 
radicais livres, a decomposição de peróxidos, a complexação de iões metálicos envolvidos 
nas reações de Fenton e Harber-Weiss, a inibição de enzimas responsáveis pela geração de 
ROS e RNS e a modulação de vias sinalizadoras celulares [90].   
 Uma primeira linha de defesa contra as ROS é, naturalmente, a proteção contra a 
sua formação, ou seja a sua prevenção. Existem inúmeras estratégias biológicas destinadas 
a evitar o stresse oxidativo, como por exemplo, a prevenção das reações em cadeia, um 
mecanismo importante na prevenção da peroxidação lipídica e da fragmentação do DNA 
[91]. Um outro mecanismo antioxidante é a “desativação” da espécie oxidante. Este 
mecanismo ocorre quando um radical livre sofre um processo de redução por ação do 
composto antioxidante. Contudo, este mecanismo está bastante dependente do poder 
antioxidante da substância neutralizante das ROS [90, 91]. No entanto, e no caso em que os 
mecanismos de proteção e interceção não sejam completamente eficientes, existem várias 
enzimas proteolíticas envolvidas na reparação e reconstituição de DNA. Estas defesas 
podem ser enzimáticas ou não enzimáticas, conforme a estrutura do agente antioxidante 
[74].  
 As defesas antioxidantes enzimáticas encontram-se em grande número por todo o 
organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular [2, 42]. A superóxido 
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase 
(GR) são alguns exemplos deste tipo de defesas antioxidantes. A superóxido dismutase 
converte o O2
•- em H2O2 (reação 5), que por sua vez, é transformado em H2O pela catalase 
nos peroxissomas, ou pela glutationa peroxidase nas mitocôndrias e no citoplasma (reação 
6) [81]. De notar que existem diferentes formas da SOD nos animais: a CuZnSOD ou 
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SOD1 (citosólica), a SOD extracelular (EC-SOD) e a MnSOD ou SOD2 (mitocondrial). 
Vários estudos revelaram que a SOD, em particular a CuZnSOD, apresenta uma expressão 




 A GPx localiza-se no citoplasma e na matriz mitocondrial e tal como a catalase 
reduz o H2O2 em H2O utilizando glutationa na sua forma reduzida (GR), convertendo-a em 
glutationa oxidada (GSSH) (Figura 5) [94]. Esta enzima possui uma característica 
importante, apresentando um resíduo de cisteína com selénio covalentemente ligado à 
enzima. Contudo, a sua ausência leva à diminuição da atividade da GPx na forma reduzida, 
provocando por sua vez, alterações no metabolismo celular. Outra enzima que age 
conjuntamente com a GPx é a GR, que embora não remova diretamente as ROS é 
responsável pela regeneração da glutationa na sua forma reduzida (GSH), na presença de 
nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) [74].  
 
 
Figura 5 – Esquema representativo da conversão da glutationa 
nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela ação das 
enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO) e 
glutationa redutase (GR). 





 → H2O2 + O2 (5) 
2H2O2 → 2H2O + O2                       (6) 
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 Os antioxidantes não enzimáticos podem ser classificados em antioxidantes 
hidrofílicos, como por exemplo, a GSH, o ácido ascórbico (ou vitamina C), ou em 
antioxidantes lipofílicos, como o α-tocoferol (ou vitamina E), os carotenóides e os 
flavonoides [74]. A GSH é um tripeptídeo de baixo peso molecular e tem na sua 
composição glutamato, cisteína e glicina [42]. É um agente sequestrador de radicais livres, 
reagindo diretamente com estes, ou indiretamente como co-fator de enzimas antioxidantes. 
O ácido ascórbico está presente em elevadas concentrações no sistema nervoso central e 
tem como funções a regeneração do α-tocoferol, além de desempenhar um importante 
papel importante na captação das ROS [80]. O α-tocoferol é um antioxidante lipofílico, que 
se encontra associado às membranas biológicas, inibindo a peroxidação lipídica [42]. Os 
carotenóides são antioxidantes que funcionam como captadores de ROS. De notar que 
deste grupo de compostos, o β-caroteno é o mais abundante e o que apresenta maior 
atividade antioxidante. Os flavonoides são antioxidantes igualmente importantes na defesa 
contra os radicais livres a nível celular. Estes inibem enzimas responsáveis pela produção 
do anião superóxido, como a proteína cinase C [95]. Por outro lado, estes compostos 
podem também inibir as ciclogenases, lipogenases, glutationa-S-transferase e a NADPH 
oxidase, enzimas envolvidas na produção de ROS. Alguns flavonoides funcionam, ainda, 
como quelantes de metais que desempenham um papel importante no metabolismo do 
oxigénio. Devido ao seu baixo potencial redox, os flavonoides são termodinamicamente 









através da doação de um atómo de hidrogénio [96], como representado na reação 7. De 
notar que nesta reação o Fl-OH representa os flavonoides e o R
•













 Uma vez que este trabalho envolve a avaliação dos efeitos protetores mediados por 
compostos flavonoides, a estrutura e algumas das suas atividades biológicas serão revistos 





 → Fl-O• + RH   (7) 
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1.4 Flavonoides  
1.4.1 Estrutura química dos flavonoides 
 Os flavonoides, do latim “flavus” que quer dizer “amarelo” é um termo genérico 
com que se identifica uma série de metabolitos secundários das plantas [97]. São um grupo 
de moléculas de baixo peso molecular, amplamente distribuídos no reino vegetal, e 
representam uma parte significativa da dieta ocidental, uma vez que são constituintes da 
fruta, legumes e bebidas [98]. 
 Estes compostos fazem parte de um grupo particular de metabolitos secundários, 
denominado por compostos fenólicos [99]. São caracterizados por uma estrutura geral com 
quinze átomos de carbono, C6-C3-C6, na qual dois anéis benzénicos se encontram ligados 
por uma cadeia linear de três átomos de carbono, podendo ou não formar um terceiro anel 
heterocíclico [99-101]. Os anéis são designados por A, B e C, e o sistema de numeração 
tem início no átomo de oxigénio do anel heterocíclico, seguindo-se até aos carbonos 






















Figura 6 – Estruturas básica de um flavonoide. 
Constituído por 15 átomos de carbonos, C6-C3-C6 na qual 
dois anéis benzénicos (A e B) se encontram ligados por 
uma cadeia linear de três carbonos, podendo formar um 
terceiro anel heterocíclico (C). 
(Celik et al., 2012 [95]). 
 
 
 A biossíntese destes compostos envolve uma molécula de fenilalanina e três 
moléculas de malonil–CoA [97]. Este processo tem início com a transformação da 
fenilalanina em ácido cinâmico pela fenilalanina amónio liase, que é uma enzima que liga 
os metabolitos primários (via do ácido xiquímico) e secundários (fenilpropanóides). O 
ácido cinâmico é hidrolisado a ácido cumárico (C9) que, por sua vez, é transformado em 4-
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cumaroil-CoA. A condensação deste último com três moléculas de malonil-CoA (C2) 
origina uma 2'-hidroxicalcona (C15), a partir da qual todos os flavonoides são formados 
(Figura 7) [99].  
 De notar no entanto que os flavonoides possuem uma grande variedade de 
estruturas, por alterações e adições de grupos funcionais à estrutura acima mencionada 
(Figura 6). Em geral, os flavonoides podem classificar-se em classes distintas, flavonas, 
flavanonas, flavonóis, 2,3-di-hidroflavonóis, isoflavonas, calconas, antocianidinas e 





Figura 7 – Biossíntese e estruturas químicas dos oito principais subgrupos de flavonoides. A 
condensação do 4-cumaroil-CoA com três moléculas de malonil-CoA (C2) origina uma 2'-hidroxicalcona 
(C15), a partir da qual todos os flavonoides (isoflavona, flavanona, flavanonol, flavona, flavonol, flavan 3,4-
diol, antocianina e catequina) são formados.  
(Lepiniec et al., 2006 [102]). 
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 Nos últimos anos, os flavonoides têm sido alvo de inúmeras investigações. Tal 
facto deve-se à associação destes compostos a efeitos benéficos na saúde humana. Na 
realidade, estudos in vitro e in vivo têm demonstrado uma ampla variedade de atividades 
biológicas dos flavonoides, entre as quais a sua capacidade antioxidante, que é sem dúvida 
a atividade mais elucidada pelos estudos até agora desenvolvidos [98, 103-105]. Segundo 
alguns investigadores, esta atividade dos flavonoides está associada: (a) à presença de um 
grupo carbonilo, (b) à dupla ligação C2=C3, (c) à presença de uma unidade catecol no anel 
B, (d) o grupo 4'-OH conjugado com o 3-OH, e (e) à presença de grupos hidroxilo nas 
posições 3- e 5- na estrutura molecular de uma flavona [98, 104]. Além disso, a eficiência 
antioxidante das hidroxiflavonas tem sido relacionada com o número de grupos hidroxilo 
na molécula, assim como a capacidade de doar átomos de hidrogénio. Os flavonoides 
possuem também atividade anti-inflamatória e de vasodilatação [105], atividade anti-
hepatóxica, atividade antiviral, antimicrobiana, anti-neoplásica e ativação das plaquetas 
[98], entre outras. Particularizando, o efeito da quercetina foi analisado em células 
leucocitárias humanas e verificou-se que este flavonoide inibe a ação dos leucotrienos 
(lípido da família dos eicosanóídes, que atuam em processos de inflamação crónica, 
aumentando a permeabilidade vascular, surgindo o edema na zona inflamada) [106]. O 
flavonol, epicatequina mostrou proteger células neuronais contra danos oxidativos através 
do mecanismo que envolve a supressão do JNK (do inglês “c-jun-N-terminal kinases”) e 
pró-caspase-3 [107]. De entre os flavonoides, as flavonas e os flavonóis são duas classes 
muito comuns e associadas a muitas destas atividades biológicas [89, 97, 98].  
 Considerando que este trabalho é focado em derivados sintéticos da flavona 
luteolina, este grupo de flavonoides é descrito em seguida em maior detalhe.  
1.4.2 Flavonas 
 São caracterizadas pela presença de uma ligação dupla entre C2 e C3 e apresentam 
substituintes nos anéis A e B (Figura 8). A sua classificação é feita de acordo com as várias 
características funcionais, tais como a hidroxilação, O-metilação, C-metilação, e/ou 
isoprenilação [108].  
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Figura 8 – Estrutura química de uma flavona (C15H10O2). 
As flavonas são metabolitos secundários da classe dos 
flavonoides e possuem uma ligação dupla entre C2 e C3. 
(Marder et al., 2001 [109]). 
 Até ao momento, foram já descobertas mais de 300 flavonas que não possuem 
resíduos de açúcar e aproximadamente 500 flavonas glicosiladas [110]. Existe uma enorme 
variedade de plantas que produzem flavonas, podendo estas ser extraídas de folhas, 
sementes, raízes, flores, frutos, caule, e até de resinas [111]. Ainda, os grãos e ervas são 
particularmente ricos nestes compostos. Nas fontes acima mencionadas, encontram-se 
vulgarmente as flavonas apigenina (4',5,7-tri-hidroxiflavona), luteolina (3',4',5,7-tetra-
hidroxiflavona) e a diosmetina (3',5,7-tri-hidroxi-4'-metoxiflavona) [112].  
1.4.3 Luteolina-ação protetora 
 A luteolina (3',4',5,7–tetra-hidroxiflavona) (figura 9) é uma flavona [100] com 
capacidade antioxidante e anti-inflamatória, estando também descrita como modulador da 




Figura 9 – Estrutura química da luteolina (C15H10O6). 
É um composto pertencente ao grupo das flavonas.  
(Duan et al., 2011 [115]). 
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 Em relação à sua capacidade anti-inflamatória, a luteolina suprime a produção de 
citoquinas pró-apoptóticas nos macrófagos, bloqueando o fator de transcrição NF-kB. Esta 
flavona induz também a diminuição da libertação de TNF e do radical superóxido em 
células da microglia [114]. Um estudo feito em células da glia revelou que a luteolina 
aumenta a regulação de quatro enzimas antioxidantes importantes: Srxn-1 (do inglês 
“Sulfirexodin 1”), Blvrb (do inglês “Biliverdin reductase B”), GCL (do inglês “Glutamate-
cysteine ligase”) e HO-1 (do inglês “Heme oxygenase 1”) [114]. A Srxn-1 é uma proteína 
oxidoredutase encontrada principalmente no citoplasma e contribui para a resistência ao 
stresse oxidativo, reduzindo o ácido sulfínico da cisteína formado pela exposição a 
oxidantes [76]. A biliverdina redutase B (Blvrb) é responsável pela formação de bilirrubina 
a partir da biliverdina e está envolvida na regulação do metabolismo do ferro [116]. A 
glutamato cisteína ligase (GCL) é uma enzima envolvida na síntese de glutationa, e a heme 
oxigenase-1 (HO-1) é uma enzima essencial no catabolismo do heme [114]. Este estudo 
mostrou ainda que a luteolina reduz a produção de interleucina-6 (IL-6), maioritariamente 
por inibição da sinalização do JNK, (do inglês “c-Jun N-terminal kinase”) (proteína que 
ajuda a regular o processo de autodestruição celular) e por ativação da proteína 1 (AP1) 
[117, 118]. Dados da literatura indicam que os efeitos neuroprotetores da luteolina são 
também verificados na neurogénese através da ativação da fosfatidilinositol-3-cinase (PI-
3K), Akt (ou proteína cinase B, PKB) e MAP cinase, vias de sinalização intracelular que 
regulam a ação dos fatores de pró-sobrevivência e expressão génica [34]. 
 Vários estudos suportam a noção de que existe uma relação entre a atividade da 
luteolina e a sua estrutura [98, 103, 104], sublinhando a importância da presença de uma 
unidade catecol no anel B e a presença de grupos 3- e 5-hidroxilo para um eficiente poder 
antioxidante deste composto [98, 103, 104]. De acordo com estes dados, pensa-se que o 
poder antioxidante, anti-inflamatório, anti-tumoral e o efeito de modulador da função 
neuronal das hidroxiflavonas está relacionado com o número e a posição de grupos 
hidroxilo na molécula [103]. No entanto, apesar de demonstrado que a luteolina pode atuar 
como agente neuroprotetor e anti-inflamatório em células neuronais, o seu efeito no 
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1.4.4 Derivados de luteolina com cadeias 3-alquilo 
 Como mencionado na secção anterior (1.4.3), o poder antioxidante e anti-
inflamatório das flavonas está relacionado com o seu padrão de hidroxilação. Segundo 
Seixas et al., (2008) [98] a introdução de cadeias alquílicas em flavonoides parece 
aumentar a sua propriedade antioxidante. Em particular, estudos recentes revelaram que a 
introdução de grupos metilo, isopropilo, benzilo ou grupos isoprenilo em flavonas torna-as 
lipofílicas, podendo aumentar a afinidade destas para a ligação à glicoproteína P, 
modulando a ação de quimiorresistência de células tumorais. [98]. Esta proteína age como 
uma bomba de efluxo ATP dependente que transporta fármacos e xenobióticos (compostos 
químicos estranhos ao organismo ou sistema biológico) para a parte exterior das células 
[119]. Neste contexto, Seixas et al., (2008) [98] sintetizaram as 3-alquil-3',4',5,7-tetra-
hidroxiflavonas (3-alquil-luteolinas) com cadeias alquílicas onde foram introduzidas 
cadeias com 1, 4, 6 e 10 carbonos (n=1, 4, 6 e 10) (figura 10). Embora ainda não tenham 
sido testados em muitos modelos celulares, estes derivados da luteolina parecem ter 
propriedades bioquímicas muito interessantes. Filipe et al., (2009) verificou que os 
análogos da luteolina inibem a hemólise induzida em eritrócitos por um agente oxidante (t-
BuOOH). Ainda neste mesmo estudo verificaram que estes compostos inibem a oxidação 
dos eritrócitos e queratinócitos expostos ao H2O2 [103]. Além disso, pensa-se que estes 
compostos possuem um comportamento farmacocinético superior ao de outras poli-
hidroxiflavonas, como a quercetina.  
 A síntese das 3-alquil-3',4',5,7-tetra-hidroxiflavonas, utilizadas neste trabalho foi 
efetuada segundo o método de Baker-Venkataraman, após otimização das condições de 
reação de cada passo, mas em particular na síntese do composto chave 1-(2-hidroxi-4,6-
dimetoxifenil)alcan-1-ona 4. Em mais pormenor, a síntese deste composto 4 resultou da 
acilação de Fridel-Crafts do floroglucinol com o cloreto de alcanoílo apropriado, em 
presença do complexo de BF3.EtO2 como ácido de Lewis, seguida da proteção de dois dos 
grupos hidroxilo por tratamento com sulfato de metilo em meio alcalino. Seguidamente, 
procedeu-se à esterificação do ácido 3,4-dimetoxicinâmico com a 2'-hidroxifenona 4, tendo 
o ester 6 originado a dicetona 7 após rearranjo de Baker-Venkataraman. Por fim, procedeu-
se à ciclização da dicetona 7 com ácido p-toluenossulfónico em DMSO, tendo-se obtido os 
derivados da luteolina 8. A clivagem dos grupos metilo de 8 por tratamento com 
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tribrometo de boro originou os pretendidos derivados 3-alquil-luteolina poli-hidroxilados 
[98]. 
 
Figura 10 – Esquema representativo da síntese de análogos da luteolina, 3-alquil-3',-4',-5,-7-tetra-
hidroxiflavonas. Em 9 estão representadas as 3-alquil-3',-4',-5,-7-tetra-hidroxiflavonas em que (n-1) é o 
local de inserção da cadeia lipofílica (3-alquil) que forma os derivados da luteolina mediante o número 
carbonos e hidrogénios adicionados à cadeia. 
(Seixas et al., 2008 [98]). 
 
1.5 Objetivos 
 Conforme descrito na revisão da literatura, a DH é uma doença neurodegenerativa 
causada por uma mutação (expansão do trinucleótido CAG) no gene de uma proteína 
ubíqua, a huntingtina, expressa no nosso organismo. Esta mutação resulta na alteração de 
múltiplos mecanismos intracelulares que conduzem à disfunção metabólica, disfunção 
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mitocondrial e stresse oxidativo e morte celular por apoptose. No entanto, não existe uma 
terapêutica eficazmente capaz de atenuar os processos neurodegenerativos associados à 
doença.  
 Neste contexto, vários autores sugerem que os flavonoides, em particular a flavona 
luteolina apresenta elevado poder antioxidante, estando também descrita como modelador 
da função neuronal e como supressor de muitas moléculas apoptóticas. No entanto, 
derivados da 3-alquil-luteolina foram testados em vários modelos biológicos e 
apresentaram capacidades biológicas e antioxidantes mais relevantes do que a própria 
luteolina.    
 Com base nas evidências descritas, este trabalho teve como objetivo avaliar a 
atividade neuroprotetora de derivados de 3-alquil-luteolina com cadeias alquílicas onde 
foram introduzidas cadeias com 1, 4, 6 e 10 carbonos (n=1, 4, 6 e 10), designados por Lut-
C1, Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10, respetivamente. O efeito neuroprotetor destes compostos foi 
determinado a nível do stresse oxidativo e dos mecanismos de morte por apoptose, através 
da análise da citotoxicidade, quantificação de peróxidos intracelulares e determinação da 
atividade da caspase-3, assim como da análise de proteínas pró- e anti-apoptóticas (Bax, 
Bcl-2 e AIF, do inglês “apoptosis inducing factor”) após seleção de um dos compostos 
com efeitos protetores. Para tal, utilizou-se uma linha celular neuronal, STHdh, obtida do 
estriado de murganhos knock-in homozigóticos que expressam a mutação da huntingtina 
com 111 glutaminas (STHdh
111/111
 ou Q111) versus células normais que expressam a 
huntingtina wild type com 7 glutaminas (STHdh
7/7
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2. Material e Métodos 
2.1 Materiais 
 O meio de cultura DMEM, do inglês “Dulbecco’s modified Eagle’s medium”), 
penicilina/estreptomicina, soro bovino fetal (FBS) e geneticina foram obtidos da GIBCO 
(Paisley, Reino Unido). A albumina de soro bovino (BSA), ditiotreitol (DTT), o fluoreto 
de fenilmetilsulfonilo (PMSF), o ácido 3-(ciclo-hexilamino)-1-(propanosulfónico) (CAPS), 
TWEEN, a tetrametiletilenodiamina (TEMED), o ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfónico (HEPES), o azul tripano (0,4%), os inibidores de proteases 
(leupetpina, pepstatina A, quimostatina e antipaína), o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol)-
2,5-difeniltetrazólio (MTT), a resazurina e o anticorpo anti-β-actina foram adquiridos à 
Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO, EUA). A sonda fluorescente diacetato de 2',7'-diclorodi-
hidrofluoresceína (DCFH2) foi proveniente da Molecular Probes (Invitrogen, EUA) e o 
substrato fluorogénico Ac-Asp-Glu-Val-Asp-ACF (Ac-DEVD-ACF) foi adquirido da 
empresa Calbiochem (Darmstadt, Alemanha). O reagente químico fluorescente, ECF (do 
inglês, “enhanced chemifuorescence”) e os anticorpos anti-rabbit IgG e anti-mouse IgG + 
IgM foram adquiridos à GE Healthcare (Little Chalfort, Reino Unido). O reagente Bio-
Rad foi proveniente da Bio-Rad (Hemel Hempstead, Reino Unido). Os anticorpos anti-Bcl-
2 e anti-AIF foram comprados à Santa Cruz (California, EUA), o anti-Bax à Cell Signaling 
(Beverly, MA, EUA) e o anti-HSP60 à Chemicon. A membrana PVDF foi comprada à 
Millipore (Billerica, MA, EUA). A luteolina foi comprada na empresa Extrasynthesis 
(Genay, França) e os derivados sintéticos da luteolina com cadeias 3-alquilo, que foram 
designados por Lut-C1; Lut-C4; Lut-C6 e Lut-C10, foram gentilmente cedidos pelo grupo de 
Química Orgânica da Universidade de Aveiro. Os restantes reagentes utilizados eram os de 
maior grau analítico disponível para compra.  
2.2 Culturas celulares 
 Neste trabalho foram usadas células estriatais provenientes de murganhos wild type 
que expressam a Htt normal - STHdh
7/7
 (Q7) e de murganhos knock-in homozigóticos para 
a Htt mutante, com 111 repetições de glutamina - STHdh
111/111
 (Q111). As células foram 
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cedidas pela Dr. Marcy E. MacDonald do Departamento de Neurologia do Hospital Geral 
de Massachusetts, Boston, Estados Unidos da América.  
 As linhas celulares acima mencionadas foram descongeladas e ampliadas em 
cultura e em monocamada a 33ºC, com CO2 a 5% e 95% O2, em meio DMEM 
suplementado com FBS a 10%, antibiótico penicilina/estreptomicina a 1%, 10 mM de 
HEPES, 12 mM de bicarbonato de sódio e 400 µg/ml de geneticina. As linhas celulares 
foram mantidas em cultura e plaqueadas para ensaios experimentais quando atingiam uma 
confluência de 70-90%. Para tal, o meio de cultura foi aspirado, as células foram lavadas 
com um tampão fosfato salino (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8 mM KH2PO4, 10 
mM Na2HPO4.2H2O, pH 7,4) e tratadas em seguida com 2 ml de tripsina/EDTA (Sigma), 
enzima responsável pela desintegração das células através da sua propriedade proteolítica, 
durante aproximadamente 5 minutos. Após inibição da tripsina por adição de meio DMEM 
(12 ml), as células foram dissociadas por pipetagens sucessivas de forma a obter uma 
completa uniformidade celular. Em seguida, procedeu-se à contagem da densidade da 
suspensão celular utilizando uma solução a 0,4% de azul tripano numa Câmara de 
Neubauer usando um microscópio ótico (Primo Vert, Zeiss, Alemanhã). As células foram 
plaqueadas em placas de cultura de 96 poços, no caso das experiências de citotoxicidade, 
da avaliação de peróxidos e da avaliação da atividade da caspase-3; e em placas de 10 cm
2
 
quando se pretendeu preparar extratos mitocondriais e totais para análise por Western 
Blotting. As linhas celulares foram utilizadas em ensaios experimentais com um número de 
passagens entre 6 e 22.  
2.2.1 Avaliação do poder redutor pelo método MTT 
 O método de MTT foi utilizado como uma primeira abordagem para a avaliação do 




 quando tratadas com luteolina 
ou com os seus derivados sintéticos de 3-alquil-luteolina em várias concentrações. O 
método em questão é baseado na atividade das desidrogenases (fundamentalmente enzimas 
mitocondriais), para reduzir o anel tetrazólio do MTT e formar cristais formazan de cor 
azul escura nas células viáveis [120]. Assim, quando na presença de células 
metabolicamente ativas, o MTT atravessa a membrana celular, e após ser reduzido, forma 
cristais formazan de cor azul escura no citoplasma das células. O número de células vivas é 
proporcional à quantidade de cristais de formazan produzidos [120].  
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 Para este estudo, foi necessária uma suspensão com 110000 células/cm
2
 em meio 
de cultura. Após 24h, as células foram tratadas com diferentes concentrações das flavonas 
luteolina, Lut-C1, Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10 (0,1; 1; 10; 25; 50 µM). Para cada uma das 
concentrações dos compostos testados, a viabilidade celular foi avaliada após 24 horas.  
 Depois de terminado o período de incubação, procedeu-se à remoção do meio de 
cultura, à lavagem das células com PBS e à adição de solução de MTT a 0,5 mg/ml em 
meio de Krebs (135 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 0,4 mM de KH2PO4, 1,8 mM de CaCl2, 1 
mM de MgSO4, 20 mM de HEPES e 5,5 mM de glucose). Após a incubação a 33ºC por um 
período de 2 horas, de forma a permitir a redução do MTT pelas células viáveis, procedeu-
se à solubilização dos cristais de formazan por adição de isopropanol em 0,04 M de ácido 
clorídrico. O poder redutor das células foi determinado pela medição espetrofotométrica da 
solução que contém os cristais solubilizados que absorvem a 545 nm, no espetrofotómetro 
SpectraMax Plus 384. Os resultados foram expressos em percentagem relativamente à 
absorvência determinada nas células controlo (presença de veículo e ausência de flavona) 
segundo a fórmula: [(A545) células tratadas / (A545) células controlo] x 100.    
2.2.2 Avaliação do poder redutor da resuzarina  




, na ausência ou 
presença das flavonas luteolina, Lut-C1, Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10 foi igualmente avaliado 
pelo método colorimétrico de Alamar blue. Este ensaio é baseado na deteção de células 
metabolicamente ativas dependentes da atividade das desidrogenases que produzem formas 
reduzidas de coenzimas (por exemplo NADH). A resazurina, o agente ativo do reagente 
Alamar, é um composto permeável que na presença de células metabolicamente ativas é 
reduzido a resofurina, um composto de cor púrpura [100].   
 As células foram plaqueadas e tratadas com as flavonas em condições idênticas às 
descritas na secção anterior. Após terminar o período de incubação, procedeu-se à remoção 
do meio de cultura celular e adicionou-se Alamar blue (1 mg/ml) diluído em meio de 
Krebs. Após a adição de Alamar blue, as células foram incubadas a 33ºC por um período 
de 1 hora e 30 minutos. Ao fim desse tempo, a absorvência foi quantificada 
espetrofotometricamente a 570 nm e a 600 nm no leitor de placas SpectraMax Plus 384, e 
os resultados foram expressos em percentagem relativamente à absorvência determinada 
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nas células controlo segundo a fórmula: [(A570-A600) células tratadas / (A570-A600) células 
controlo] x 100.  
2.2.3 Quantificação da libertação de LDH 




, na presença de várias 
concentrações de luteolina, Lut-C1, Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10, foi avaliada pelo método de 
análise da libertação da enzima citosólica LDH (do inglês “lactate dehydrogenase” ou 
lactato desidrogenase), que catalisa a conversão reversível de piruvato em lactato. O teste 
LDH baseia-se na medição da absorvência da oxidação de dinucleótido de nicotinamida 
adenina reduzido (NADH) a dinucleótido de nicotinamida adenina (NAD
+
) pela LDH, a 
340nm (reação 8) [121]. Esta enzima está amplamente distribuída no citoplasma, e é 
libertada para o meio extracelular após uma lesão membranar. Assim, quanto maior a 
perda de integridade membranar, maior o sinal espetrofotométrico. Se não ocorrer dano 
membranar, a LDH permanece intracelularmente. 
 
Piruvato + NADH ↔ Lactato + NAD+  (8) 
 
 Para este ensaio, as linhas celulares foram plaqueadas e tratadas com as flavonas, 
de forma semelhante ao descrito na secção 2.2.1. Após 24 horas de tratamento com as 
flavonas, o meio de cultura foi recolhido para posterior avaliação da atividade extracelular 
de LDH, enquanto as células aderentes foram tratadas de forma a quantificar a atividade 
intracelular da enzima. As células foram lisadas em HEPES a 10 mM e a pH 7,4 contendo 
triton X-100 a 0,5%, tendo o processo de lise sido assegurado por 2 ciclos de 
congelação/descongelação. De seguida, as frações intracelulares foram recolhidas para 
tubos eppendorfs. Todas as amostras foram centrifugadas na centrífuga 5417R (Eppendorf) 
a 14000 rpm durante 10 min a 4ºC, e os respetivos sobrenadantes foram guardados a -80ºC 
até se proceder à leitura da atividade da LDH.  
 Para a leitura espetrofotométrica da atividade extra e intracelular de LDH, 6,45 µl 
de cada sobrenadante foi distribuído pelos poços de uma placa de 96 poços, aos quais se 
adicionaram 9,76 mM de piruvato. A reação foi iniciada com a adição de 0,24 mM de 
NADH. Para as amostras controlo (brancos), o NADH foi substituído por uma solução 
Tris/NaCl. A atividade da LDH foi determinada por leitura no espetrofotómetro 
LDH 
Análise protetora de derivados de luteolina num modelo de Huntington 





SpectraMax Plus 384, medindo a taxa de conversão do NADH a NAD
+
, a 340 nm. A LDH 
libertada no meio extracelular foi calculada em percentagem da atividade de LDH total das 
células [% de LDH libertada = LDH extracelular / (LDH extracelular + LDH intracelular)]. 
2.2.4 Quantificação de peróxidos intracelulares 





 com a sonda diacetato de 2',7'-diclorodi-hidrofluoresceína 
(DCFH2-DA), um composto lipossolúvel, estável e não fluorescente. Ao entrar nas células, 
a ligação estabelecida entre o DCFH2 e o grupo DA é hidrolisada por esterases 
intracelulares não específicas originando a 2',7'-diclorodi-hidrofluoresceína (DCFH2) que 
fica retido no interior da célula. Na presença de peróxidos, a DCFH2 é oxidada a 2',7'-




Figura 11 – Formação do DCF a partir do DCFH2-DA. O composto 
lipossolúvel e não fluorescente DCFH2-DA é hidrolisado por esterases 
intracelulares originando o DCFH2 que, por sua vez, aquando na presença de 
peróxidos intracelulares é oxidado a DCF, um composto altamente fluorescente. 
(Adaptado de Kotamraju et al., 2004 [123]).  
 
  
 Para este estudo, as células foram plaqueadas e sujeitas a tratamento com as 
flavonas em condições semelhantes às descritas anteriormente.   
 Após o período de incubação de 24 horas, o meio de cultura foi aspirado e 
procedeu-se à lavagem das células com PBS. De seguida, as células foram incubadas com 
uma solução 20 µM de DCFH2-DA em meio Krebs, durante 45 minutos, a 33ºC. Após esse 
tempo, as células foram lavadas com PBS, e colocadas em meio Krebs para a leitura da 
fluorescência, na ausência de sonda fluorescente.  





determinada pela medição fluorimétrica da ligação do composto fluorescente DCF às ROS 
DCFH2-DA DCFH2 DCF 
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que emite fluorescência a 530 nm, após excitação no comprimento de onda de 488 nm, 
durante 1 hora a 33ºC. Os valores de fluorescência obtidos para cada condição foram 
corrigidos para os valores de proteína em cada poço (determinada pelo método BioRad, 
secção 2.2.6), expressos em unidades relativas de fluorescência por minuto e por mg de 
proteína para cada condição e de seguida expressos em percentagem relativamente às 
células controlo (Q7). 
2.2.5 Avaliação da atividade da caspase-3 
 A avaliação caspase-3 foi determinada usando um substrato fluorimétrico, que 
consiste num péptido Asp-Glu-Val-Asp (DEVD), ligado ao fluoróforo 7-amino-4-
trifluorometil cumarina (ACF). Quando ativada, a caspase-3 hidrolisa o tetrapéptido, 
libertando o ACF fluorimétrico que é quantificado por análise fluorimétrica (DEVD-ACF) 
[124].  
 As células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 poços e mantidas em 
cultura em condições equivalentes às anteriormente descritas (secção 2.2.1). Após 24 horas 
procedeu-se ao tratamento com as flavonas, tal como anteriormente descrito, e as células 
foram mantidas em cultura por um período de 24 horas. Findo esse tempo, o meio das 
culturas foi aspirado e as células foram lavadas com PBS. De seguida estas foram lisadas a 
4ºC com um tampão constituído por 25 mM de HEPES, 2 mM de MgCl2, 1 mM de EDTA, 
1 mM de EGTA, a pH 7,5, e suplementado com 2 mM de DTT (este último foi usado para 
prevenir a formação de ligações intra e intermoleculares de dissulfeto entre resíduos de 
cisteína), 0,1 mM de PMSF, inibidores de proteases (1 µg/ml) (reage com resíduos de 
serina para inibir por exemplo a tripsina, e inibe também as protéases de cisteína) e triton 
X-100 a 0,04%. O extrato foi deixado em repouso a 4ºC durante aproximadamente 30 
minutos, de forma a permitir maior permeabilização membranar. De seguida, foi 
adicionado um tampão de reação (25 mM HEPES, sacarose a 10%, CHAPS a 0,1%), pH 
7,5), suplementado com 2 mM DTT e 15 µM Ac-DEVD-ACF.  
 A fluorescência do ACF foi medida durante 1:30 h, a 33ºC de forma a manter a 
atividade enzimática (Excitação: 400 nm; emissão: 505 nm) no fluorímetro de placas 
SpectraMax Gemini: EM (Molecular Devices, EUA). Os valores de fluorescência obtidos 
para cada condição foram corrigidos para os valores de proteína (quantificados pelo 
método de BioRad, secção 2.2.6), expressos em unidades relativas de fluorescência por 
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minuto e por mg de proteína para cada condição e, de seguida expressos em percentagem 
em relação às células controlo (Q7). 
2.2.6 Quantificação da proteína pelo método Bio-Rad 
 O método Bio-Rad é um procedimento simples e preciso de quantificação da 
concentração de proteína solubilizada. Neste método a mudança diferencial de cores do 
corante azul brilhante (do inglês, “Brilliant blue G”), ocorre em resposta a várias 
concentrações de proteína [103]. A reta de calibração foi preparada segundo a Tabela 1. 
 
Tabela 1 – Representação esquemática do modo de preparação da reta de calibração. A reta 
de calibração foi preparada adicionando 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 µl de BSA 0,1% individualmente a 
cada poço. Ao padrão BSA foi adicionado 10 µl de solução tampão e 120 µl de reagente Bio-
RAD. O volume final (200 µl/poço) foi ajustado adicionando água ultra-pura. Todo o 
procedimento foi realizado em triplicado. 
 
N.º do tubo H2O 
 (µl) 









1 70 10 ---- 120 =0 
2 69 10 1 120 =1 
3 68 10 2 120 =2 
4 67 10 3 120 =3 
5 66 10 4 120 =4 
6 65 10 5 120 =5 
7 64 10 6 120 =6 
 
 Para a quantificação da proteína nas amostras para avaliação dos peróxidos e da 
atividade da caspase-3 foi adicionado em cada poço, 25 e 15 µl de amostra 
(respetivamente), 45 e 55 µl de água destilada (respetivamente) e 120 µl de reagente Bio-
Rad. Enquanto para a quantificação da proteína nas amostras mitocondriais e totais foi 
adicionado em cada poço, 1 µl de amostra, 1 µl de tampão, 78 µl de água destilada e 120 
µl de reagente Bio-Rad. Após 15 minutos de incubação à temperatura ambiente e num 
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local protegido de luz, a densidade ótica foi medida a 545nm no espetrofotómetro 
SpectraMax Plus 384. 
2.2.7 Western blotting 
2.2.7.1 Recolha de extratos totais 





células foram plaqueadas em placas de cultura com uma densidade de 300000 células/cm
2
, 
em 7 ml de meio de cultura DMEM suplementado e foram mantidas em cultura, em 
condições equivalentes às anteriormente descritas (em 2.2.1). O tratamento das células com 
as flavonas, luteolina (0,1 µM) e Lut-C6 (10 e 25 µM) foi efetuado ao fim de 24 horas de 
cultura e teve a duração de 24 horas tal como descrito anteriormente.  
 No final do tratamento com as flavonas (ou com veículo na condição do controlo), 
o meio de cultura foi aspirado e as células raspadas com um tampão de lise constituído por 
25 mM de HEPES, 2 mM de MgCl2, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, a pH 7,5 e 
suplementado com 2 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 µg/ml de inibidores de proteases e 0,1% 
Triton X-100. A suspensão celular foi sujeita a três ciclos de congelação/descongelação e 
de seguida foram centrifugadas na centrífuga 5417R (Eppendorf) a 14000 rpm, durante 10 
minutos a 4ºC. O sobrenadante resultante da centrifugação foi recolhido em tubos 
eppendorf e as amostras foram guardadas a -80ºC até serem analisadas.  
2.2.7.2 Recolha de extratos mitocondriais  
 Após o tratamento com as flavonas (ou veículo na condição controlo), o meio de 
cultura foi aspirado e as células raspadas com 500 µl de tampão de sacarose a 250 mM 
com HEPES 20 mM, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, EDTA 1 mM e EGTA 1 mM, pH 7,4, 
suplementado com 1 mM DTT, 100 µM PMSF, 1 µg/ml inibidores de proteases. A 
homogeneização foi, em seguida, centrifugada a 2300 rpm, durante 12 minutos, a 4ºC e o 
sobrenadante (fração total) foi recolhido para tubos eppendorf e novamente centrifugado a 
10600 rpm, durante 20 min, a 4ºC. O sedimento resultante desta centrifugação (fração 
mitocondrial) foi ressuspendido em meio de sacarose suplementado (proteínas 
mitocondriais). 
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2.2.7.3 Anticorpos primários e secundários 
  Como anticorpos primários foram usados a rabbit anti-Bax (1:1000); rabbit Bcl-2 
(1:500); mouse AIF (1:1000) e mouse HSP60 (1:1000) e mouse actina-β (1:1000), os dois 
últimos usados como anticorpos de referência para as frações mitocondriais e totais, 
respetivamente. 
 Os anticorpos secundários utilizados foram o anti-rabbit IgG (1:40000) e anti-
mouse IgG+IgM (1:20000). 
2.2.7.4 Eletroforese, transferência e revelação das membranas  
 As amostras das frações celulares correspondentes a 20 µg de proteína foram 
sujeitas à quantificação por SDS/PAGE (12%). As proteínas separadas desta forma foram 
em seguida transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Após 
bloqueio destas membranas com leite magro a 5% diluído em TBS-T a 10% (TBS 
constituído por Tris-HCl 25mM, NaCl 150 mM a pH 7,6 suplementado com 2 ml de 
Tween 20) durante 2 horas à temperatura ambiente, as membranas foram incubadas com os 
anticorpos acima mencionados, em agitação constante, durante a noite, a 4ºC. De seguida, 
as membranas foram lavadas duas vezes com TBS-T a 10%, durante 30 minutos e 
posteriormente incubadas com os anticorpos secundários durante 60 minutos à temperatura 
ambiente. Posteriormente as membranas foram reveladas usando o reagente 
quimiofluorescente ECF, um composto que pela ação da fosfatase alcalina que se encontra 
ligada ao anticorpo secundário é convertido num composto muito fluorescente. As bandas 
imunorreativas foram visualizadas no VersaDoc Imaging System (BioRad, Hercules, 
EUA) e a quantificação da densidade de cada banda foi analisada usando o software 
QuantityOne. Os dados da expressão proteica correspondem à razão de cada proteína vs 
proteína de referência, e foram expressos em % do controlo.  
2.3 Análise estatística  
 Os resultados foram expressos em média ± S.E.M (do inglês “Standard error of the 
mean”) do número de experiências independentes, realizadas em duplicado ou triplicado, 
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tal como especificado na legenda das figuras. A análise estatística foi realizada pelo teste 
de análise de variância, (two-way-ANOVA) seguida do teste de Bonferroni, para 
comparação de múltiplos grupos. Para comparações entre dois grupos foi usado o Student’s 
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3. Resultados  
  Como anteriormente mencionado, este trabalho teve como objetivo avaliar a 
atividade neuroprotetora de derivados de 3-alquil-luteolina (Lut-C1, Lut-C4, Lut-C6, Lut-
C10) numa linha neuronal obtida do estriado de murganhos knock-in homozigóticos para a 
mutação da huntingtina (STHdh
111/111
 ou Q111) versus células wild type (WT) (STHdh
7/7
 ou 
Q7). Assim, numa primeira fase avaliou-se a citotoxicidade dos compostos nas duas linhas 
celulares numa gama alargada de concentrações, bem como a proteção ao nível da 
produção intracelular de peróxidos e da atividade da caspase-3. Paralelamente analisou-se 
o efeito protetor da luteolina, de forma a comparar os efeitos dos substituintes 3-alquilo na 
atividade dos compostos sintéticos, relativamente aos obtidos para o composto natural. 
Com base nos resultados obtidos em alguns destes testes, o composto Lut-C6 foi 
selecionado para avaliação do seu efeito ao nível das proteínas apoptóticas (rácio Bax/Bcl-
2 e análise da proteína AIF) em extratos totais e mitocondriais, respetivamente. 
3.1 Efeito da luteolina e dos seus derivados 3-alquilo na capacidade redutora 
das células  
 Para avaliar a possível proteção da luteolina e dos seus derivados 3-alquilo nas 
linhas celulares Q7 e Q111, foi analisado o poder citotóxico da luteolina e dos seus 
derivados recorrendo à avaliação da capacidade redutora das células pelos métodos de 
MTT e Alamar blue. Estes ensaios foram realizados utilizando uma gama de concentrações 
das flavonas de 0,1 a 50 µM, seguindo os procedimentos descritos em 2.2.1 e 2.2.2. 
 Em condições basais, a capacidade redutora das células Q111, medida pelo teste de 
MTT, não foi significativamente diferente comparativamente às células Q7 (Figura 12A). 
Contudo, a redução da resazurina foi significativamente menor na linha celular mutante 
(90,6±4,1%), quando comparada com a linha celular do tipo selvagem (Figura 12B).  
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Figura 12 – Redução do MTT (A) e da resazurina (B) nas linhas celulares estriatais STHdh7/7 (Q7 – 
células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes) em condições basais. Os resultados 
foram expressos em percentagem das células Q7 (controlo). Os resultados representam a média ± SEM de 7 




 Em relação ao teste de MTT, a luteolina afetou a capacidade redutora das células 
Q111 para concentrações de 10, 25 e 50 µM (89,8±3,7; 74,4±1,8 e 70,5±1,1% do controlo, 
respetivamente) (Figura 13A). As duas linhas celulares mostraram um efeito semelhante 
(não significativo) nos diversos tratamentos com luteolina, com exceção da luteolina a 50 
µM, em que as células Q111 apresentaram menor capacidade de redução do MTT 
comparativamente às células Q7.   
 Em relação ao ensaio colorimétrico de Alamar blue, não foram observadas 
alterações significativas da capacidade redutora nas células Q7 quando tratadas com 
concentrações de luteolina de 1 e 10 µM (104,9±2,3 e 101,2±3,2% do controlo, 
respetivamente). No entanto, foi observado um aumento significativo da capacidade 
redutora das células Q7 após tratamento com luteolina (0,1 µM) (109,7±2,1% do controlo). 
Neste teste apenas se observou uma diminuição significativa da capacidade redutora das 
células Q7 quando tratadas com 25 µM de luteolina e nas células Q7 e Q111 quando tratadas 
com luteolina, numa concentração de 50 µM (86,9±3,9 e 89,3±0,8% do controlo, 
respetivamente). 
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Figura 13 – Efeito da luteolina na redução do MTT (A) e na redução da resazurina (B) nas linhas 
celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As 
linhas celulares foram tratadas com 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de luteolina, durante 24 horas a 33ºC, e os 
resultados foram expressos em percentagem das células controlo (Q7 e Q111). Os resultados representam a 
média ± SEM de 7 experiências independentes realizadas em quadruplicado. Análise estatística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001, relativamente às célula controlo, #p<0,05 quando comparadas as células Q111 e Q7 para 
a mesma condição experimental. 
  
 
 No geral, o tratamento das células Q7 e Q111 com o derivado da luteolina que 
contém um grupo 3-metilo (designado por Lut-C1), induziu um efeito semelhante ao 
observado para a luteolina no teste de MTT (Figura 14A).  
 Quando expostas a concentrações baixas de Lut-C1 (0,1 e 1 µM) verificou-se um 
aumento da capacidade redutora da resazurina nas células Q7 em relação à observada em 
condições basais (115,3±2,3 e 108,8±2,2% do controlo, respetivamente) (Figura 14B). A 
capacidade redutora da resazurina nas células Q7 e Q111 apresentou-se diminuída após 
tratamento com Lut-C1 a 25 µM (81,1±1,7 e 87,5±1,3% do controlo, respetivamente) 
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Figura 14 – Efeito do Lut-C1 na redução do MTT (A) e da redução da resazurina (B) nas linhas 
celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As 
linhas celulares foram tratadas com 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de Lut-C1, durante 24 horas a 33ºC, e os 
resultados foram expressos em percentagem das células controlo (Q7 e Q111). Os resultados representam a 
média ± SEM de 7 experiências independentes realizadas em quadruplicado. Análise estatística: **p<0,01; 
***p<0,001, relativamente às células controlo, #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 quando comparadas as 
células Q111 e Q7 para a mesma condição experimental. 
 
 
 Como pode ser observado na figura 15, o efeito da Lut-C4 foi claramente distinto 
do da luteolina e de Lut-C1. Em relação ao ensaio MTT, foi possível verificar que o 
composto não induziu redução da capacidade redutora das células Q111 na gama de 
concentrações de 0,1 a 50 µM, tendo mesmo sido verificado um aumento desta capacidade 
em algumas das concentrações testadas (10 e 25 µM) (105,3±2,6 e 108,5±2,8% do 
controlo, respetivamente). Por outro lado, o tratamento das células Q7 com Lut-C4 levou à 
diminuição da sua capacidade redutora para a concentração 25 e 50 µM (91,9±1,8 e 
90,2±2,3% do controlo, respetivamente) (Figura 15A). Desta forma, os resultados obtidos 
pelo teste MTT indicaram que o composto Lut-C4 afeta de forma distinta as células Q7 e 
Q111, em relação à capacidade redutora do MTT.  
 O ensaio de Alamar blue mostrou uma diminuição da capacidade redutora da 
resazurina nas células Q7 quando tratadas com as concentrações 10, 25 e 50 µM de Lut-C4 
(91,1±2,7; 71,2±3,4 e 72,9±1,1% do controlo, respetivamente). As células mutantes 
apresentaram aumento da redução da resazurina para as concentrações 0,1, 1 e 10 µM, 
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embora sem significância estatística. Em conjunto, os resultados obtidos pelos ensaios de 
MTT e Alamar blue, indicam que as células WT são mais sensíveis a este derivado da 

























































































Figura 15 – Efeito do Lut-C4 na redução do MTT (A) e na redução da resazurina (B) nas linhas 
celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As 
linhas celulares foram tratadas com 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de Lut-C4, durante 24 horas a 33ºC, e os 
resultados foram expressos em percentagem das células controlo (Q7 e Q111). Os resultados representam a 
média ± SEM de 7 experiências independentes realizadas em quadruplicado. Análise estatística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001, relativamente às células controlo, #p<0,05 e ###p<0,001 quando comparadas as 
células Q111 e Q7 para a mesma condição experimental. 
 
 
 Em relação ao derivado da luteolina que contém um grupo 3-hexilo (e assim 
designado por Lut-C6) os resultados obtidos pelo método MTT indicaram que este 
composto tem uma ação similar nas duas linhas celulares. Este composto provocou uma 
diminuição significativa da capacidade redutora nas células Q7 e Q111 apenas quando 
tratadas com uma concentração de 50 µM (92,0±4,3 e 86,1±4,7% do controlo, 
respetivamente) (Figura 16A). De notar ainda, uma tendência positiva da capacidade 
redutora do MTT em ambas as linhas celulares após tratamento com Lut-C6 (10 e 25 µM). 
 Os resultados do ensaio colorimétrico do Alamar blue, para o Lut-C6 foram 
distintos dos obtidos pelo teste do MTT. Claramente, o Lut-C6 induziu um aumento da 
capacidade redutora, preferencialmente, na linha celular mutante tratada com as 
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concentrações de 0,1, 1 e 10 µM, embora estatisticamente sem significância. Notou-se 
ainda que este composto diminuiu a capacidade redutora nas células Q7 na presença das 
concentrações de 25 e 50µM (83,8±4,3 e 69,2±2,3% do controlo, respetivamente). Esta 
redução foi também observada nas células Q111 após tratamento com Lut-C6 (25 µM) 





















































































Figura 16 – Efeito do Lut-C6 na redução do MTT (A) e na redução da resazurina (B) nas linhas 
celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As 
linhas celulares foram tratadas com 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de Lut-C6, durante 24 horas a 33ºC, e os 
resultados foram expressos em percentagem das células controlo (Q7 e Q111). Os resultados representam a 
média ± SEM de 7 experiências independentes realizadas em quadruplicado. Análise estatística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001, relativamente às células controlo, ## p<0,01 quando comparadas as células Q111 e Q7 
para a mesma condição experimental. 
 
 
 Relativamente ao derivado da luteolina Lut-C10, apesar de ser evidente um aumento 
da capacidade redutora de MTT para concentrações 0,1, 1 e 10 µM, esse aumento foi 
apenas estatisticamente significativo para a concentração de 10 µM nas duas linhas 
celulares (115,3±3,9 e 118,1±4,7% do controlo, respetivamente para as células Q7 e Q111) e 
de 25 µM nas células Q7 (111,9±7,1% do controlo). Em oposição, o aumento da 
concentração de Lut-C10 (50 µM) provocou uma diminuição na capacidade redutora em 
ambas as linhas celulares (79,9±3,6 e 69,7±3,7% do controlo, respetivamente, para as 
células Q7 e Q111).  
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 De notar ainda que no ensaio de Alamar blue, as células Q7 e Q111 apenas quando 
tratadas com 25 µM Lut-C10 mostraram uma diminuição significativa da capacidade 























































































Figura 17 – Efeito do Lut-C10 na redução do MTT (A) e na redução da resazurina (B) nas linhas 
celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As 
linhas celulares foram tratadas com 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de Lut-C10, durante 24 horas a 33ºC, e os 
resultados foram expressos em percentagem das células controlo (Q7 e Q111). Os resultados representam a 
média ± SEM de 7 experiências independentes realizadas em quadruplicado. Análise estatística: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001, relativamente às células controlo. 
 
 
 No geral, dos resultados obtidos pelos ensaios MTT e Alamar blue foi possível 
observar que embora os dois testes sejam baseados na atividade de enzimas 
desidrogenases, os resultados obtidos pelos dois testes foram distintos. Em geral, o ensaio 
do MTT mostrou uma diminuição da capacidade redutora das células para concentrações 
inferiores à do Alamar blue quando as células foram tratadas com luteolina ou com o 
derivado da luteolina Lut-C1. Por outro lado, nos restantes derivados da luteolina (Lut-C4, 
Lut-C6 e Lut-C10) a diminuição da capacidade redutora das células foi mais evidente pelo 
teste Alamar blue.   
 Analisando os gráficos acima representados, verificou-se ainda que o composto 
natural luteolina e o Lut-C1 apresentaram efeitos semelhantes (Figuras 13 e 14); porém, 
observou-se um aumento da capacidade redutora das células quando tratadas com Lut-C1 a 
0,1 e 1 µM. Por outro lado, quando as células foram tratadas com os derivados 3-alquilo 
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Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10, o mesmo efeito só foi verificado após exposição a concentrações 
superiores (1, 10 e 25 µM) (Figuras 15, 16 e 17). Em geral, a concentração de 50 µM de 
luteolina ou dos seus derivados induziu um efeito citotóxico.  
 Deve salientar-se que o aumento da capacidade redutora das células, quando 
medida pelos métodos referidos, poderá ser indicativo de um aumento da viabilidade 
celular, embora este efeito também possa ser causado por um aumento da proliferação 
celular (esta hipótese foi refutada com base na visualização microscópica das culturas 
celulares, após os diversos tratamentos). Assim, no geral, os resultados obtidos pelos testes 
de capacidade redutora sugerem que os compostos em estudo (luteolina, Lut-C1, Lut-C4, 
Lut-C6 e Lut-C10) possam ter efeitos benéficos nas linhas celulares Q7 e Q111, em algumas 
das concentrações testadas. Atendendo à disparidade de resultados entre os dois métodos 
efetuados, e ainda ao facto de que método MTT é o mais representado na literatura [125-
127] na avaliação da citotoxicidade de compostos semelhantes aos testados neste trabalho, 
no geral, foram selecionadas para a continuação deste estudo as concentrações dos 
derivados 3-alquil-luteolina que apresentaram um aumento do poder redutor das células Q7 
e Q111 através deste método. De notar ainda que para as condições selecionadas, as células 
apresentaram morfologia normal, por visualização microscópica (resultados não 
apresentados). 
3.2 Efeito da luteolina e dos seus derivados 3-alquilo na libertação de LDH 
 Adicionalmente ao poder redutor das células, a neuroprotecção dos compostos foi 
determinada através da avaliação da integridade membranar, pela análise da libertação de 
LDH.  
 Os resultados obtidos mostraram que, em condições basais, a linha celular mutante 
apresentou um ligeiro aumento ligeiro da libertação da enzima em relação às células Q7, 
embora sem significância estatística (Figura 18A). É importante salientar que os valores da 
% de LDH libertada nas células Q7 e Q111 sem tratamento (controlo) não foram os 
esperados, uma vez que neste ensaio os valores foram muito superiores aos verificados 
noutros estudos realizados no nosso grupo de investigação (Ribeiro e co-autores, resultados 
não apresentados). Quando tratadas com a luteolina, as células Q7 e Q111 não mostraram 
alterações significativas de libertação de LDH (Figura 18B). O efeito dos derivados da 
luteolina (Lut-C1, Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10) nas células, quando avaliada a libertação de 
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LDH, mostrou ser semelhante às células controlo, na maioria das concentrações testadas 
(Figura 18C-F). Surpreendentemente foi verificada uma diminuição significativa da 
libertação de LDH quando as células WT foram tratadas com Lut-C6 10µM (30,9±3,5% de 




































































































































































Análise protetora de derivados de luteolina num modelo de Huntington 





Figura 18 – Percentagem de LDH libertada nas linhas celulares estriatais STHdh7/7 (Q7 - células do tipo 
selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As linhas celulares foram incubadas sem tratamento 
(A) e com 0,1 e 1 µM de luteolina (B), 1 e 10 µM de Lut-C1 (C) e 1, 10 e 25 µM de Lut-C4 (D), Lut-C6 (E), 
Lut-C10 (F) durante 24 horas a 33ºC, e os resultados foram expressos em percentagem da LDH total. Os 
resultados representam a média ± SEM de 4 experiências independentes realizadas em triplicado. Análise 
estatística: *p<0,05 relativamente às células Q7 (controlo). 
 
 
 Analisando os resultados da figura 18, verifica-se que, de forma análoga à 
luteolina, a maioria das concentrações testadas dos seus derivados não induziu alterações 
significativas da integridade membranar nas células Q7 e Q111.  
3.3 Efeito da luteolina e dos seus derivados 3-alquilo nos níveis de peróxidos 
intracelulares 
 De modo a avaliar o efeito antioxidante dos derivados de 3-alquil-luteolina nas 
linhas celulares Q7 e Q111, procedeu-se à quantificação de peróxidos intracelulares, usando 
o método fluorimétrico que avalia a oxidação da sonda DCFH2 a DCF. Tendo em conta os 
resultados obtidos pelo método do MTT e pela avaliação da libertação de LDH, apenas 
foram testadas as concentrações 0,1 e 1 µM do composto natural (luteolina) e do composto 
de cadeia curta (Lut-C1), as concentrações intermédias (1, 10 e 25 µM) do Lut-C4 e Lut-C6 
e as concentrações 10 e 25 µM do Lut-C10.  
 Tal como se pode observar na figura 19, em condições basais, as células Q111 
produziram maior quantidade de peróxidos intracelulares relativamente às células Q7 
(115,9±3,4% nas células Q111 e 100,0±2,3% nas células Q7) (Figura 19A). Com exceção 
das células WT tratadas com luteolina a 1 µM, que produziram menor quantidade de 
peróxidos intracelulares (83,2±7,82%), as restantes condições de tratamento com este 
composto não induziram alterações significativas na produção de peróxidos intracelulares 
nas duas linhas celulares (Figura 19B). De todos os derivados da luteolina apenas o 
composto Lut-C1 (nas concentrações testadas) não mostrou qualquer alteração na produção 
de peróxidos intracelulares relativamente ao basal, em qualquer das linhas celulares 
(Figura 19C). Relativamente aos restantes compostos (Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10), observou-
se que a concentração de 25 µM causou uma diminuição significativa da produção de 
peróxidos intracelulares nas células Q7 (58,9±5,0; 85,5±4,7 e 73,3±3,5% para o Lut-C4, 
Lut-C6 e Lut-C10, respetivamente) e Q111 (71,1±5,1; 80,1±8,0 e 63,7±5,6% para o Lut-C4, 
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Lut-C6 e Lut-C10, respetivamente) (Figura 19D-F). O Lut-C4 10 µM reduziu também a 






































































































































































































Figura 19 – Quantificação da fluorescência do DCF nas linhas celulares estriatais STHdh7/7 (Q7 - 
células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As linhas celulares foram incubadas 
sem tratamento (A), 0,1 e 1 µM de luteolina (B) e Lut-C1 (C); 1, 10 e 25 µM de Lut-C4 (D), Lut-C6 (E), 10 e 
25 µM de Lut-C10 (F) durante 24 horas a 33ºC, e os resultados foram expressos em percentagem das células 
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Q7 (controlo). Os resultados representam a média ± SEM de 4 experiências independentes realizadas em 
quadruplicado. Análise estatística: *p<0,05 e ***p<0,001 relativamente às células Q7 (controlo); ##p<0,01 
quando comparadas as células Q111 e Q7 para a mesma condição experimental e t**p<0,01 células controlo-
Q111 versus células controlo-Q7. 
 
 
  Em suma, após tratamento com os derivados 3-alquil-luteolina, Lut-C4, Lut-C6 e 
Lut-C10 a 25 µM, as células Q7 e Q111 apresentaram uma menor produção de peróxidos 
intracelulares, comparativamente às células não-tratadas.  
3.4  Efeito da luteolina e dos seus derivados 3-alquilo na avaliação da 
atividade da caspase-3 
 A influência dos derivados da luteolina nos mecanismos de morte celular foi 
avaliada através da atividade da caspase-3, uma proteína chave nos processos de morte 
celular por apoptose. Tal como descrito para a avaliação de peróxidos intracelulares, as 
concentrações de cada um dos derivados da luteolina contendo cadeias 3-alquilo, foram 
selecionadas tendo em conta a capacidade redutora dos compostos (principalmente pelo 
teste do MTT), nas duas linhas celulares em estudo. 
 Em condições basais, observou-se um aumento significativo da atividade da 
caspase-3 na linha Q111 em relação às células Q7 (100,2±3,5 e 341,7±17,3% nas células Q7 
e Q111, respetivamente) (Figura 20A).  Nas células Q7, não se observaram efeitos 
significativos da luteolina ou dos derivados (Lut-C1, Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10) na atividade 
da caspase-3 relativamente às células controlo, não tratadas (Figura 20B-F). Verificou-se 
ainda que, nas concentrações testadas, o Lut-C1 não afetou a atividade da caspase-3 nas 
células Q111 (Figura 20C). Porém, observou-se uma diminuição significativa da atividade 
da caspase-3 nas células mutantes após tratamento com 0,1 e 1 µM de luteolina (Figura 
20B). Relativamente ao Lut-C4 e ao Lut-C6 verificou-se um efeito dependente da 
concentração na redução da atividade da caspase-3 nas células Q111 (Figura 20D e E). Esta 
tendência também se verificou nas células mutantes após tratamento com o Lut-C10, 
embora a diminuição da atividade da caspase-3 só tenha sido observada na presença de 25 
µM deste composto (Figura 20F). 
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Figura 20 – Atividade da caspase-3 nas linhas celulares STHdh7/7 (Q7 - células do tipo selvagem) e 
STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As linhas celulares foram incubadas sem tratamento (A), 0,1 e 1 µM 
de luteolina (B) e Lut-C1 (C); 10 e 25 µM de Lut-C4 (D), Lut-C6 (E) e Lut-C10 (F) durante 24 horas a 33ºC, e 
os resultados foram expressos em percentagem das células Q7 (controlo). Os resultados representam a média ± 
SEM de 6 experiências independentes realizadas em quadruplicado. Análise estatística: *p<0,05 e ***p<0,001 
Análise protetora de derivados de luteolina num modelo de Huntington 





relativamente às células Q7 (controlo); ###p<0,001 quando comparadas as células Q111 e Q7 para a mesma 
condição experimental e t***p<0,001 células controlo-Q111 versus células controlo-Q7. 
 
 
 Em síntese, a figura 20 mostra que os derivados Lut-C4 e Lut-C6 (10 e 25 µM) 
reduziram de forma mais significativa a atividade da caspase-3 observada nas células Q111. 
3.5 Efeito da luteolina e dos seus derivados nas proteínas apoptóticas 
 De forma a avaliar o efeito dos derivados 3-alquil-luteolina nas linhas celulares Q7 e 
Q111 no mecanismo de apoptose procedeu-se à quantificação de proteínas anti- e pró-
apoptóticas. Considerando os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e na 
atividade da caspase-3, foram selecionadas três condições para a determinação do rácio 
Bax/Bcl-2 (extratos totais celulares) e da proteína AIF (extratos mitocondriais) nas células 
estriatais Q7 e Q111: luteolina (0,1 µM) e Lut-C6 (10 e 25 µM).  
 Em condições basais, as células Q111 mostraram um aumento do rácio Bax/Bcl-2 
(1,3±0,2), comparativamente às células Q7 (0,6±0,2) (Figura 21), de acordo com uma 
maior atividade da caspase-3 nestas condições experimentais. Contudo, nenhum dos 
compostos (luteolina e Lut-C6) reduziu significativamente o rácio Bax/Bcl-2. 
Efetivamente, das condições experimentais testadas, apenas se verificou um decréscimo do 
rácio Bax/Bcl-2 nas células Q7 tratadas com luteolina (0,1 µM) (0,34±0,1).  
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Figura 21 – Efeito da luteolina e do derivado da luteolina, Lut-C6 no rácio Bax/Bcl-2 nas linhas 
celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - células mutantes). As 
linhas celulares foram tratadas com 0,1 µM de luteolina, e 10 e 25 µM de Lut-C6, durante 24 horas a 33ºC. 
Os resultados representam a média ± SEM de 6 experiências independentes realizadas em triplicado. Análise 
estatística: #p<0,05 quando comparadas as células Q111 e Q7 para a mesma condição experimental e 
t**p<0,01 células Q111 versus células controlo-Q7. 
 
 
 Relativamente aos níveis mitocondriais da proteína AIF, verificou-se que a 
luteolina (0,1 µM) induziu uma diminuição da proteína AIF na mitocôndria nas duas linhas 
celulares (62,3±3,6 e 70,4±2,2% nas células Q7 e Q111, respetivamente) (Figura 22). 
Relativamente às células mutantes, observou-se um aumento após tratamento com 25 µM 
Lut-C6, embora sem significância (146,1±15,9 %) (Figura 22), sugerindo uma maior 
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Figura 22 – Efeito da luteolina e do derivado da luteolina Lut-C6 nos níveis mitocondriais da proteína 
AIF nas linhas celulares estriatais STHdh
7/7
 (Q7 - células do tipo selvagem) e STHdh 
111/111 
(Q111 - 
células mutantes). As linhas celulares foram tratadas com 0,1 µM de luteolina, e 10 e 25 µM de Lut-C6, 
durante 24 horas a 33ºC, e os resultados foram expressos em percentagem das células Q7 (controlo). Os 
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 A ativação de determinadas vias apoptóticas e a produção de ROS parecem 
contribuir para a neurodegenerescência progressiva observada no estriado e no córtex dos 
doentes de Huntington [1, 14, 128-130]. Neste contexto, os compostos fenólicos 
antioxidantes, tais como a flavona luteolina, são potenciais agentes de proteção desta 
doença neurodegenerativa. De facto, para além da sua elevada capacidade antioxidante, 
esta flavona está descrita como modeladora da função neuronal e supressora de moléculas 
apoptóticas. Para além disso, no contexto deste trabalho, é importante referir que a 
capacidade antioxidante dos derivados 3-alquil-luteolina testados em células estriatais que 
expressam huntingtina mutante foram previamente investigados, em linhas celulares e 
eritrócitos. Esses estudos permitiram concluir que estas flavonas são inibidores eficazes 
das espécies reativas O2
•-
, H2O2 e HOCl, atuando como “scavengers” de radicais e exibem 
capacidade protetora em modelos de lesão oxidativa, embora a proteção exercida seja 
dependente da natureza do modelo biológico [103]. Desta forma, os resultados presentes na 
literatura permitem sugerir que a luteolina, bem como os seus derivados, Lut-C1, Lut-C4, 
Lut-C6 e Lut-C10, possuem propriedades antioxidantes que são importantes na proteção de 
doenças neurodegenerativas, nomeadamente na DH [118, 126].  
 Como principais resultados deste trabalho, deve salientar-se que, quer a luteolina, 
quer os compostos sintéticos em estudo induziram um aumento significativo da capacidade 
redutora das células, quando medido pelos métodos amplamente referenciados na literatura 
para este efeito (MTT e Alamar blue). Embora os resultados obtidos por estes dois 
métodos sejam distintos, em conjunto permitiram concluir que o tratamento das células Q7 
e Q111 com estas flavonas na concentração de 50 µM causa citotoxicidade. Verificou-se, 
ainda, que o tratamento das células com estas flavonas, em concentrações que não alteram 
a capacidade redutora do MTT, também não alterou a sua integridade membranar. Em 
algumas condições, os derivados 3-alquil-luteolina induziram uma diminuição da produção 
de peróxidos intracelulares nas células wild type e nas células mutantes, bem como na 
atividade da caspase-3 nas células mutantes. Todavia, a diminuição da atividade da 
caspase-3 nas células mutantes não parece ser modulada pela alteração celular do rácio 
Bax/Bcl-2, uma vez que nessas condições (na presença de luteolina e do derivado Lut-C6) 
não se verificou uma diminuição deste rácio. 
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4.1 STHdh7/7 e STHdh111/111 em condições basais 
 De acordo com os resultados anteriormente obtidos pelo nosso grupo de 
investigação, em condições basais, as células Q111 não apresentaram alterações 
significativas da viabilidade celular, relativamente às células Q7 (pelo método do MTT). 
Resultados anteriores não mostraram alterações entre estas duas linhas celulares quando 
avaliada a viabilidade celular com os marcadores fluorescentes Hoechst e iodeto de 
propídeo, PI (marcadores específicos para avaliação da apoptose e necrose celular, 
respetivamente) [130]. Ainda, o resultado descrito nesse trabalho para a marcação com PI 
está de acordo com os resultados obtidos no presente estudo para a libertação de LDH, uma 
vez que não foram verificadas diferenças significativas na libertação desta enzima para o 
meio extracelular. 
 A semelhança de viabilidade celular das células Q7 e Q111 foi também sugerida por 
Chafekar et al., (2012), após utilização dos ensaios de MTT e de fluorescência da 
luciferase [131]. O mesmo resultado foi descrito por Xifró et al., (2008), quando avaliada a 
morfologia nuclear nas células Q7 e Q111, em condições basais, usando o marcador 
fluorescente Hoechst [132]. Num outro modelo de Huntington, os cíbridos DH, Ferreira et 
al., (2010) verificaram que não havia alteração na libertação de LDH em cíbridos DH, 
comparativamente às células controlo [129].  
  
 Relativamente à produção de ROS, as células que expressam Htt mutante 
apresentaram níveis mais elevados de peróxidos intracelulares comparativamente às 
células wild type. Contudo, a diferença dos níveis intracelulares de peróxidos entre as duas 
linhas celulares foi significativamente menor do que a anteriormente observada em estudos 
realizados no mesmo grupo de investigação (Ribeiro e co-autores, resultados não 
publicados). É possível que a disparidade destes resultados se deva à diferente metodologia 
aplicada na preparação do extrato celular (para quantificação da respetiva proteína). Deve 
salientar-se que os níveis mais elevados de peróxidos intracelulares nas células mutantes, 
em relação ao das células wild type, estão provavelmente associados a alterações 
mitocondriais, uma vez que este organelo desempenha uma função central na produção e 
regulação dos níveis de ROS a nível celular [31]. De acordo com estas observações, 
Milakovic et al., (2008) avaliaram a disfunção mitocondrial nas células Q111 e Q7 e 
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verificaram que a expressão de Htt mutante compromete a capacidade da mitocôndria para 
produzir ATP [84].  
 Os níveis superiores de ROS em células que expressam Htt mutante foram ainda 
verificados noutros modelos de DH, sugerindo que a expressão de Htt mutante e o aumento 
de ROS estão fortemente associados. Em cíbridos, Ferreira et al., (2010) verificaram um 
aumento significativo de ROS (aproximadamente 26%) em células DH comparativamente 
com as células controlo [129]. Ainda, em murganhos transgénicos R6/2, que expressam o 
exão 1 da Htt mutante humana, observou-se também uma maior formação de ROS, 
comparativamente aos murganhos controlo [25].  
 
 Em vários modelos celulares de DH foi também verificado um aumento da 
atividade das caspases [133, 134]. Deve salientar-se que, de acordo com a literatura, as 
caspases são responsáveis pela clivagem da Htt full-length, conduzindo à formação de 
fragmentos da proteína Htt, uma condição que promove a disfunção neuronal e a 
neurodegeneração característica da DH [71, 72]. Em condições basais verificou-se uma 
atividade mais elevada da caspase-3 nas células que expressam a Htt mutante, 
comparativamente às wild type, de acordo com os resultados anteriormente descritos por 
Rosenstock et al., (2011) [130] e por Chafekar et al., (2012) [135].  
 No entanto, apesar dos resultados obtidos na avaliação da atividade da caspase-3 
terem sido os esperados, quando se procedeu à quantificação dos níveis mitocondriais e 
totais de proteínas apoptóticas (proteína AIF e rácio Bax/Bcl-2) verificaram-se resultados 
não concordantes com trabalhos anteriormente realizados no mesmo grupo de 
investigação. Em condições basais, observou-se um rácio Bax/Bcl-2 superior nas células 
que expressam a Htt mutante relativamente às células WT, enquanto Rosenstock et al., 
(2011) não encontraram diferenças nos níveis de Bax/Bcl-2 entre as duas linhas celulares 
[130]. Uma discrepância de resultados foi também observada na avaliação da proteína 
mitocondrial AIF, que induz o processo apoptótico através de uma via independente das 
caspases [136]. Em oposição aos resultados obtidos no presente trabalho, Rosenstock et al., 
(2011) mostraram que as células Q111 tinham níveis inferiores de AIF a nível mitocondrial, 
comparativamente ao das células Q7 [130]. 
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 Em relação aos resultados obtidos na análise da capacidade redutora das células 
wild type e mutantes, deve referir-se que ambos os métodos usados (MTT e Alamar blue), 
têm por base a atividade das desidrogenases, e desta forma, a disparidade de resultados 
obtidos neste estudo após tratamento com diferentes concentrações de flavonas, torna-se 
difícil de explicar. No entanto, uma vez que na literatura o método do MTT é amplamente 
apresentado para a avaliação da capacidade redutora/citotoxicidade de compostos 
fenólicos, os resultados obtidos por este método foram tomados em maior consideração, 
em relação aos do teste Alamar blue. 
 Em geral, as células Q7 e Q111, quando tratadas com a luteolina e com o derivado da 
luteolina de cadeia curta (Lut-C1), em concentrações baixas (0,1 e 1 µM) não apresentaram 
alterações significativas da capacidade redutora de MTT. No entanto, quando expostas a 
concentrações de 10, 25 e 50 µM, as células mostraram menor poder redutor, sugerindo 
que nestas concentrações estes compostos são citotóxicos. Que seja do nosso 
conhecimento, destes dois compostos, apenas a luteolina foi testada em células neuronais. 
Zhao et al., (2012) verificaram recentemente que o tratamento de neurónios corticais com 
luteolina (5, 10 e 20 µM) não afetou a capacidade redutora de MTT [126]. Um efeito 
semelhante foi observado por Silva et al., (2008) para concentrações de luteolina de 50 
µM, em células PC12 (linha celular catecolaminérgica) [127]. Ainda, em dois modelos de 
citotoxicidade induzida pelos peróxidos BuOOH (do inglês, “tert-Butylhydroperoxide”) e 
H2O2 em células PC12, a luteolina (6, 12 e 25 µM) apresentou capacidade citoprotetora 
quando avaliada pelo método de MTT [137]. Assim, a comparação dos resultados obtidos 
no presente trabalho para o tratamento com a flavona luteolina com os dados previamente 
descritos na literatura, permitem sugerir que as células Q7 e Q111 são mais suscetíveis a esta 
flavona do que outras células neuronais onde este composto foi testado. Por outro lado, os 
resultados obtidos neste trabalho para os testes efetuados com os restantes derivados da 
luteolina (Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10) permitem ainda sugerir que a introdução de uma 
cadeia alquílica com 4, 6 e 10 carbonos na posição 3 da luteolina, diminui a sua 
citotoxicidade nas células Q7 e Q111. De facto, quando tratadas com Lut-C4, Lut-C6 e Lut-
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C10 nas concentrações de 10 e 25 µM, as células Q7 e/ou Q111 aumentaram a sua 
capacidade redutora, avaliada pelo método de MTT (figuras 15A, 16 A e 17A).     
  
 Uma vez que os resultados obtidos pelos métodos de MTT e Alamar blue 
(capacidade redutora) foram distintos, e de forma a obter resultados mais consistentes para 
o trabalho, foi ainda avaliada a integridade membranar através da quantificação da 
libertação da LDH nas condições que não induziram redução da capacidade redutora do 
MTT. Os resultados obtidos por este método mostraram que para essas condições, a 
luteolina e as flavonas sintéticas não induziram aumento na libertação da LDH, sugerindo 
que a integridade membranar nas células Q7 e Q111 foi preservada na presença destes 
compostos. A preservação da integridade membranar por exposição à luteolina (ou à 
apigenina) até concentrações de 25 µM foi também anteriormente demonstrada por Rezai 
et al., (2008), quando avaliaram o efeito destes flavonoides numa cultura primária de 
células da microglia exposta a IFN-γ [138]. Ainda, Zhao et al., (2012) descreveram um 
aumento da integridade membranar numa cultura primária de neurónios corticais tratadas 
com luteolina ou com os seus derivados 5-isobutiril-luteolina, 5-acetil-luteolina, 7-
propionil-luteolina, 5-octil-luteolina e 7,3',4'-tri-benzil-luteolina [126]. Estes resultados são 
concordantes com os resultados descritos por Saija et al., (1995); estes autores sugerem 
que alguns flavonoides modulam a fluidez da membrana em lipossomas [139]. De facto, 
alguns estudos indicam que a dupla ligação na posição 2-3 e/ou a presença do grupo 3-OH 
na estrutura de alguns flavonoides confere maior rigidez ao anel C, mantendo-o numa 
posição mais coplanar em relação ao anel A e favorecendo a interação destes compostos 
com as membranas celulares [139-141].  
 Das condições testadas neste trabalho, apenas o Lut-C6 (10 µM) mostrou um efeito 
significativamente protetor relativamente à integridade membranar das células Q7, embora 
tenha sido observada uma tendência protetora quando avaliada a integridade membranar 
em células tratadas com Lut-C1 (1 µM) e Lut-C4 (10 µM) (figura 18C-D).   
  
 Em relação à avaliação da produção de peróxidos intracelulares nas células wild 
type e mutantes após tratamento com concentrações não tóxicas (resultante da análise pelo 
teste do MTT) do composto luteolina, os resultados indicaram que esta flavona não induziu 
qualquer alteração nos níveis de ROS, o que sugere que não previne a formação destas 
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espécies reativas, em células Q7 e Q111. De notar que a diminuição da produção de ROS 
pela luteolina foi previamente demonstrada em astrócitos de rato, num modelo de stresse 
oxidativo induzido por CHP (do inglês “Cumene hydroperoxide”) [142]. Por outro lado, a 
presença das cadeias 3-alquilo permite obtenção de compostos com menor citotoxicidade 
para as células Q7/Q111 (segundo o método MTT) e maior atividade antioxidante (segundo 
a análise de produção de ROS). Após tratamento com Lut-C4, Lut-C6 e Lut-10 (25 µM), 
tanto as células Q7 como as células que expressam Htt mutante mostraram valores de ROS 
significativamente diminuídos. Verificou-se ainda que o composto Lut-C4 (25 µM) induziu 
uma diminuição significativa dos níveis de ROS nas células Q111 e uma ligeira diminuição 
nas células Q7, sugerindo que destes três derivados de luteolina, o Lut-C4 é o mais eficaz 
na neutralização de ROS intracelulares. Em geral, a capacidade dos derivados Lut-C4, Lut-
C6 e Lut-C10, em reduzir os níveis intracelulares de ROS está de acordo com os resultados 
obtidos em modelos químicos e biológicos, onde estes demonstraram ser bons captadores 
de ROS. Filipe et al., (2009) testaram as 3-alquil-3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavonas com 1, 4, 6 
e 10 carbonos, em eritrócitos de indivíduos saudáveis e em queratinócitos extraídos da pele 
humana e verificaram que a atividade antioxidante destes compostos é potenciada pela 
introdução da cadeia alquílica. No estudo acima referido, os autores analisaram o efeito 
dos análogos da luteolina na hemólise dos eritrócitos causada pelo um agente oxidante t-
BuOOH, um indicador indireto da oxidação lipídica, e pelo H2O2, tendo concluído que o 
Lut-C4, Lut-C6 e o Lut-C10 inibem significativamente a hemólise dos eritrócitos e 
queratinócitos quando expostos ao t-BuOOH [103]. Ainda neste contexto, Saija et al., 
(1995) sugeriram que a inibição da peroxidação lipídica induzida pelos radicais livres está 
relacionada não apenas com as características estruturais dos flavonoides mas também com 
a capacidade de interagirem e se introduzirem na bicamada lipídica [139].  
 
 Quando tratadas com Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10 (10 e 25 µM), as células Q111 
mostraram uma diminuição da atividade da caspase-3. Após tratamento com a luteolina 
(0,1 e 1 µM), a atividade da caspase-3 também diminuiu significativamente nas células 
Q111, sugerindo assim que esta flavona possui uma maior capacidade de inibição da 
atividade da caspase-3 comparativamente aos seus derivados. A atividade protetora da 
luteolina (1 e 10 µM) quando avaliada a atividade da caspase-3 foi anteriormente 
verificada por Cheng et al., (2010) numa cultura primária de córtex de neurónios de rato 
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após indução da neurotoxicidade pela proteína β-amilóide [143]. A proteção pela luteolina 
(e também por apigenina e crisina) foi igualmente verificada num estudo realizado por 
Kang et al., (2004), em células de neuroblastoma SH-SY5Y expostas ao H2O2 [125]. Por 
outro lado, e de acordo com o nosso conhecimento da literatura nesta área, não existem 
dados descritos na literatura sobre o efeito de derivados de luteolina na atividade da 
caspase-3 em células neuronais. Considerando os resultados de Saija, et al (1995), que 
demonstraram que substituintes na posição -3 da luteolina conferem uma conformação 
molecular que pode conferir rigidez à membrana mitocondrial [139], é possível sugerir que 
a diminuição simultânea de ROS e da atividade da caspase-3 causada pelos tratamentos de 
Lut-C4, Lut-C6 e Lut-C10 (figuras 19 e 20), possa em parte ser explicada através da 
interação com este organelo. De facto, para além de ser uma fonte de radicais livres, a 
mitocôndria desempenha um papel fundamental nas vias intrínseca e extrínseca do 
processo apoptótico, uma vez que uma variedade de estímulos apoptóticos pode modificar 
a permeabilidade mitocondrial, induzindo a libertação de proteínas pró-apoptóticas 
normalmente localizadas no espaço intermembranar das mitocôndrias (por exemplo, o 
citocromo c).  
 
 No que se refere à avaliação das proteínas apoptóticas efetuada neste trabalho, 
nenhum dos compostos (luteolina e Lut-C6) reduziu significativamente o rácio Bax/Bcl-2. 
Efetivamente, das condições experimentais testadas, apenas se verificou um decréscimo do 
rácio Bax/Bcl-2 nas células Q7 tratadas com luteolina (0,1 µM) e, desta forma, os 
resultados sugerem que a diminuição da atividade da caspase-3 induzida pela luteolina e 
pelo Lut-C6 nas células Q111 (figura 20B e E) não está associada à alteração do rácio 
Bax/Bcl-2. Até ao momento, não há evidências de estudos que tenham avaliado o efeito da 
luteolina e de derivados da luteolina nos níveis das proteínas Bax e Bcl-2, em células 
neuronais. Na literatura apenas se encontram descritas reduções da atividade da caspase-3 
e do rácio Bax/Bcl-2 em células PC12, quando sujeitas a stresse oxidativo induzido por 
uma dose elevada de glucose, após tratamento com a quercetina (um flavonol 
estruturalmente semelhante à flavona luteolina) [144]. No entanto, dada a importância que 
a função 3-OH dos flavonoides tem na determinação da sua atividade celular, os resultados 
obtidos com a quercetina não devem ser transpostos para a luteolina.         
Análise protetora de derivados de luteolina num modelo de Huntington 





 O tratamento com a luteolina (0,1 µM) induziu uma diminuição dos níveis 
mitocondriais da proteína AIF (figura 22) nas duas linhas celulares, sugerindo uma maior 
libertação desta proteína para o citosol. Relativamente às células mutantes, observou-se um 
aumento dos níveis mitocondriais de AIF após tratamento com 25 µM Lut-C6, sugerindo 
uma maior retenção mitocondrial desta proteína pró-apoptótica, cuja ação é independente 
da atividade de caspases. De forma semelhante ao que se verifica para os efeitos da 
luteolina nos níveis de Bax e Bcl-2, não existem até ao momento nenhuns dados 
bibliográficos sobre a ação da luteolina nos níveis de AIF mitocondrial, em células 
neuronais. Embora, Bournival et al., (2009) tenham verificado uma diminuição da 
translocação de AIF para o núcleo em células PC12 expostas a quercetina [145]; a 
disparidade entre as estruturas desses compostos fenólicos não permite uma comparação 
dos resultados obtidos nestes dois trabalhos. 
4.3 Principais dificuldades e propostas para trabalho futuro 
 Como referido anteriormente, a disparidade dos resultados obtidos na avaliação da 
toxicidade das células quando expostas à luteolina e aos derivados 3-alquil-luteolina, pelos 
métodos do MTT e Alamar blue permite-nos concluir que estes dois métodos de 
citotoxicidade apresentam limiares de sensibilidade distintos relativamente aos compostos 
fenólicos em estudo. Quando avaliada a libertação de LDH nas condições experimentais 
que não induziram diminuição da redução do MTT, não foi verificada qualquer alteração 
na integridade membranar das células Q7 e Q111. Embora os métodos MTT e LDH sejam 
distintos, a análise dos dois métodos é essencial: o teste do MTT tem sido associado à 
atividade metabólica mitocondrial (relacionada com a atividade de desidrogenases que 
participam em vias metabólicas mitocondriais), enquanto a libertação de LDH dá 
informação sobre a integridade da membrana plasmática. De qualquer forma, mesmo tendo 
em consideração que o teste de MTT é o mais utilizado em estudos de avaliação do efeito 
de compostos fenólicos na viabilidade celular de neurónios, os resultados obtidos por este 
método deverão ser confirmados por métodos mais específicos, como a marcação com 
marcadores fluorescentes que interagem com o DNA, tais como por exemplo o Hoeschst 
e/ou o iodeto de propídeo, possibilitando a análise do número de células apoptóticas e 
necróticas, respetivamente.  
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 Durante a realização do trabalho experimental conducente a esta dissertação, e 
apesar de várias tentativas, não se obteve marcação de algumas proteínas mitocondriais e 
citosólicas, nomeadamente, o citocromo c, SMAC/DIABLO e Puma (resultados não 
apresentados), não possibilitando assim obter resultados sobre os efeitos dos compostos 
fenólicos em estudo, nos níveis dessas proteínas. 
 Assim, no geral, o estudo dos efeitos das flavonas (luteolina e 3-alquil-luteolina) 
nas proteínas envolvidas em processos de apoptose encontra-se incompleto e, por essa 
razão, deverá ser mais investigado em estudos futuros. Assim, dever-se-ia proceder à 
avaliação dos efeitos dos compostos nos níveis de outras proteínas mitocondriais e 
citosólicas que desencadeiam um processo apoptótico. Além disso, poderá ainda ser 
avaliado o rácio ATP/ADP e a atividade da aconitase que é um indicador indireto da 
produção mitocondrial de ROS, bem como a atividade de antioxidantes endógenos, como o 
rácio GSH/GSSG, a atividade de enzimas do ciclo da glutationa (por exemplo a GPx e a 
GR), e ainda a atividade das enzimas superóxido dismutase.  
  
 Um outro parâmetro a ter em consideração na avaliação da luteolina e dos 
derivados 3-alquil-luteolina é o modelo animal utilizado. Como referido anteriormente, o 
efeito da luteolina e dos derivados 3-alquil-luteolina foram avaliados numa linha celular 
neuronal, STHdh, obtida do estriado de murganhos knock-in homozigóticos que expressam 
a mutação da huntingtina com 111 glutaminas (STHdh
111/111
 ou Q111) e em células normais 
que expressam a huntingtina wild type com 7 glutaminas (STHdh
7/7
 ou Q7) derivada de 
murganhos controlo. Este modelo celular representa as fases iniciais da DH, tendo em 
conta que não apresenta evidências de agregados proteicos visíveis, formados pela Htt 
mutante, ou de morte celular por necrose [28]. Assim, estas células têm sido utilizadas em 
estudos que envolvam a avaliação da disfunção mitocondrial e metabólica associada à DH 
[130, 132, 146], justificando a sua utilização no presente trabalho. Além disso, é um 
modelo vantajoso na medida em que pode ser utilizado em estudos que necessitam de um 
longo período de experimentação, uma vez que são células aderentes que facilmente são 
expandidas e disponíveis para investigação. No entanto, em estudos que envolvam a 
avaliação do efeito de compostos fenólicos é importante utilizar mais do que um modelo 
celular, uma vez que a biodisponibilidade dos compostos e a suscetibilidade celular 
poderão ser diferentes. De facto, tem-se verificado que a suscetibilidade de modelos 
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celulares da DH é dependente do número de glutaminas na proteína Htt, dos seus 
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 Em conclusão, a identificação de alterações a nível do mecanismo do stresse 
oxidativo e apoptótico nas células wild type e nas células que expressam Htt mutante full-
length quando tratadas com os compostos testados, em particular com a luteolina (0,1 µM) 
e o Lut-C6 (25 µM) poderão permitir esclarecer os mecanismos de proteção destes 
compostos, em modelos de DH. A manutenção da integridade membranar, associada à 
diminuição da atividade da caspase-3, sugere que estes compostos (luteolina e Lut-C6) 
intervêm na inativação da via apoptótica associada à ativação da caspase-3. Por outro lado, 
a diminuição dos níveis de peróxidos intracelulares sugere que estes compostos interferem 
com a produção e/ou remoção das ROS, assim como os efeitos lesivos induzidos pelas 
ROS a nível celular.   
 
 Apesar das evidências sugeridas na secção anterior, o mecanismo de atuação dos 
derivados 3-alquil-luteolina, assim como a sua biodisponibilidade ainda é não conhecida, 
pelo que este estudo deverá ser aprofundado no futuro através da utilização de outros 
métodos de avaliação, assim como a análise numa cultura celular primária de neurónios e 
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